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Einleitung. 

Die bisher in der neueren Forschung fir die Reinigung 
pilanzlicher und tierischer Fermente ausgearbeiteten Verfahren 
gelten fast ausschlieBlich fiir lésliche Enzyme. Dahin gehéren 
beispielsweise die Methoden der fraktionierten Fallung, sowie 
die neuerdings mit Erfolg angewandten Verfahren der Adsorp- 
tion und Elution, die zuerst am Beispiel der Peroxydase”) aus 
Meerrettich zu Enzympriiparaten von erheblich gesteigerter 
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Uber Ricinuslipase. 
Von 
Richard Willstiitter und Ernst Waldschmidt-Leitz.') 


Mitgeteilt von 


Ernst Waldsehmidt- Leitz. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chemischen Lahoratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Mfinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. November 1923.) 


Einleitung. 

Die bisher in der neueren Forschung fir die Reinigung 
pilanzlicher und tierischer Fermente ausgearbeiteten Verfahren 
gelten fast ausschlieBlich fiir lésliche Enzyme. Dahin gehéren 
beispielsweise die Methoden der fraktionierten Fallung, sowie 
die neuerdings mit Erfolg angewandten Verfahren der Adsorp- 
tion und Elution, die zuerst am Beispiel der Peroxydase?) aus 
Meerrettich zu Enzympriparaten von erheblich gesteigerter 
Konzentration gefiihrt und die sich auch bei der Isolierung 
der pankreatischen Lipase*) bewihrt haben. Dagegen erfordert 
die Reinigung eines unléslichen Enzyms wie der Lipase aus 
Ricinussamen eine wesentlich verschiedene priiparative Methodik; 
sie muf sich darauf beschrinken, die enzymatische Konzen- 
tration durch mechanische Anreicherung oder durch Weglésen 


') Ein Teil der vorliegenden Untersuchung findet sich in der In- 
augural-Dissertation von E. Waldschmidt-Leitz, Miinchen 1920. 
*) R. Willstitter, Liebigs Ann. Bd. 422, S. 47 (1920); R. Will- 
stitter u. A. Pollinger, ebenda Bd. 430, S. 269 (1922/23). 
') R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 182 (1922/23). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 11 
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162 Richard Willstatter und Ernst Waldschmidt-Leitz, 


von Begleitstoffen zu heben; nur wenige Mittel dafiir stehen 
zur Verfiigung, die so schonend sind, daB sich eine Zerstérung 
der enzymatischen Aktivitait vermeiden 1aBt. 

Dazu gesellen sich fiir die Darstellung der pflanzlichen 
Lipase einige besondere Umstiinde, die in einer auffallend stark 
ausgeprigten Abhingigkeit der enzymatischen Wirkung vom 
Kolloidzustande begriindet sind. So findet man das Enzym 
in fettfreiem Zustand héchst unbestindig gegeniiber der Kin- 
wirkung von Wasser oder Glycerin, die es mit Ol assoziiert 
ohne AktivitiitseinbuBe vertrigt. Andererseits besitzt es in 
dl- und wasserhaltigen Emulsionen eine iiberaus groBe Empfind- 
lichkeit hinsichtlich der Uberfiihrung in trockene und fett- 
freie Form. 

Die vorliegende Untersuchung gibt ein Beispiel fiir die 
Reinigung eines unldéslichen Enzyms. Um die enzymatische 
Substanz unter Erhaltung ihres spezifischen Wirkungsvermégens 
dem Einflusse wiBriger Reagenzien zuginglich zu machen, ist 
nur ein Verfahren anwendbar, das die Lipase bei allen Reini- 
gungsvornahmen im Kontakte mit Fett belaBt. Ein derartiges 
Verfahren befolgen wir mit der Anwendung des Enzyms in 
Form einer fett- und wasserhaltigen Sahne, deren im Prinzip 
bereits von EK. Hoyer’) angegebene Bereitung auf der Separation 
einer wiBrigen Emulsion der délhaltigen Samen beruht. Die 
der Gewinnung lipatisch aktiver Trockenpraparate aus solchen 
Enzym-Sahnen entgegenstehenden Schwierigkeiten iiberwinden 
wir durch Einfiihrung besonders schonender Trocknungsverfahren, 
sei es mit Hilfe von Dispersoiden mit groBer spezifischer Ober- 
flache, sei es durch eine ganz allmiahliche Entziehung ihres 
Wasser- und Olgehaltes. 

Unterwirft man die Sahne der Einwirkung verdiinnter 
wiBriger Reagenzien, so von Alkali, Siure oder Salzlésungen, 
so erhilt man Enzympriparate von betrichtlich gesteigertem 
Reinheitsgrad. Allein auch in den giinstigsten Beispielen, be 
einer Erhéhung der lipatischen Konzentration auf das 50 fache 
von der des Samens und noch dariiber hinaus, gelang es nicht, 


das Enzym frei von Proteinsubstanz zu erhalten. Fiir die Pankreas F 





1) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar S. 430 (1906/07). 
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Uber Ricinuslipase. 163 


’ lipase, die sich von begleitenden EHiweiBkérpern vollstindig 
j trennen lieB, wird die Gegenwart solcher Stoffe unter ihren natiir- 
' lichen Wirkungsbedingungen von bedeutendem EinfluB gefunden ; 


sie vermitteln erst den Kontakt zwischen Enzym und Substrat 
durch Bildung von ,,komplexen Adsorbaten“.!) Die pflanzliche 
Lipase, deren Wirkung durch Aktivatoren nicht beeinflu8t wird, 
findet sich eben schon im Cytoplasma der Zelle méglicherweise 


- gusammen mit ihrem Substrat adsorptiv verankert an einen 


unléslichen Trager aus der Proteingruppe, vielleicht bildet 


: dieser auch einen Bestandteil des Enzymmolekiils selbst; allein 


um sie dort zur Wirkung zu bringen, bedarf es einer anders- 


 artigen Veranderung des Enzymkomplexes. 


Diese Veranderung tritt bei der Keimung der Samen ein. 


| Das urspriinglich in den Samen vorhandene Enzym, unwirksam 
| in neutralem Medium und gekennzeichnet durch ein Wirkungs- 
i optimum bei einer Wasserstoffzahl von 4,7—5,0, nimmt im 
E Verlaufe dieses Prozesses mehr und mehr ab; dabei erlangt 
E der Samen in zunehmendem MaBe die Fahigkeit, Fette bei 
; neutraler Reaktion, z. B. bei py = 6,8, in geringem Umfange 
_ sogar in schwach alkalischem Mittel zu spalten. Diese Ver- 
| inderung in den Wirkungsbedingungen der Lipase geht zuriick 
| auf einen hydrolytischen Abbau der Proteinkomponente des 
: Knzyms durch die Samenprotease; es gelingt, sie auch kiinst- 
lich durch gelinde EKinwirkung einer tierischen Protease, des 
| Pepsins, auf die Lipase z. B. in der Sahne zu bewerkstelligen. 
| Im Verlaufe der Proteolyse (bzw. der Keimung) unterliegt dann 
' auch die neue Form der Lipase weiterem Abbau; von einem 
- gewissen Zeitpunkt der Kinwirkung an nimmt auch die in neu- 
| tralem Medium gemessene lipatische Aktivitit wieder ab. 


Nach der in der Literatur vorherrschenden Ansicht ist 


| die Auslésung der lipatischen Wirkung wahrend der Keimung 
. auf eine Bildung von Saiure aus der Samensubstanz zuriick- 
_ zufiihren; in ihrer grundlegenden Untersuchung haben W. Conn- 
a stein, EK. Hoyer und H. Wartenberg?) diese Auffassung in 





') R. Willstétter, E. Waldschmidt-Leitz u. Fr. Memmen, 


a Diese Zs. Bd. 125, 8S. 93 und zwar S. 99 (1922/23). 


*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3988 und zwar S. 4004 (1902). 
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164 Richard Willstitter und Ernst Waldschmidt-Leitz. 


folgendem Sinne prizisiert: ,.[m keimenden Samen bildet sich ... 
Siure in reichlicher Menge, und so kénnte man sich wohl yor. 
stellen, daB die Pflanze erst dann durch gemeinsames Ap. 
greifen von Ferment nnd Saure die Spaltung der Fette be. 


wirkt, wenn sie der letzteren fiir den Embryo als Nihrstof 


bedarf.« Demgegeniiber finden wir die Wirkung von Siiure 
auf das Enzym von anderer Art als die bei Keimung und 
Proteolyse beobachteten Erscheinungen: zwar verleiht auch 
die Behandlung mit Siure der Lipase ein Wirkungsvermigen 
bei neutraler Reaktion, aber ihre EKinwirkung ist schon nach 
ganz kurzer Zeit beendet und sie fihrt zu einem andersartigen, 
gleichbleibenden Verhaltnis zwischen der neutral und sauer 
gemessenen lipatischen Aktivitit; es scheint ein einfaches 
Additionsprodukt von Lipase und Saure zu entstehen. 

Dagegen ist die Umwandlung des Enzyms bei der Keimung 
unter der Wirkung der Protease gekennzeichnet durch einen 
allmihlichen Verlauf. Die Mobilisierung der Reservestoffe des 
Samens fiir den wachsenden Embryo beginnt mit der Hydrolyse 
der Samenproteine; erst wenn diese einen gewissen Umfang 
erreicht hat, setzt die Einwirkung der Protease auf das lipa- 
tische Enzym des Samens ein, die erst die Entwicklung seiner 
fettspaltenden Eigenschaften erméglicht; in demselben Mate 
wie die Anspaltung des Lipasekomplexes sich vollzieht, schreitet 
die Mobilisierung des Reservefettes der Samen fort. Allein 
der proteolytische Abbau bewirkt keine Uberfithrung der Lipase 
in eine transportable Form, die Glyceride gelangen vielmebr 
innerhalb der Zelle selbst zur Verseifung; man findet die ver- 
‘inderte Form der Lipase ebensowenig léslich in Wasser oder 
Glycerin wie das urspriingliche Enzym, auch erfahrt seine 
Fahigkeit zur Hydrolyse niederer Glycerinester keine Ver- 
stiirkung. 

Die neue Form des Enzyms, die wir mit Keimungslipase 
oder ,,Blastolipase“ (SAaordg = Keim) bezeichnen, unter 
scheidet sich in ihrem Verhalten von der urspriinglichen Samer- 
lipase, der ,,Spermatolipase“ (oaéouc = Samen), in viele! 
anderen Beziehungen. So ist ihre Empfindlichkeit gegeniiber 
kolloiden Zustandsinderungen geringer, vielleicht infolge eine? 
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Verringerung des Molekularkomplexes; zwar findet man in 


r- J gleicher Weise eine erhebliche Schidigung bei der Kinwirkung ; € 
n- von Wasser oder Glycerin auf das fettfreie Enzym, hingegen i: 
)e- ist seine Bestindigkeit gegen Trocknung und Entfettung und 
off J seine Haltbarkeit betrichtlich erhéht. Kinen charakteristischen 
re #— Unterschied beobachten wir in seinem Verhalten gegeniiber 
nd —& alkalischem Phosphat: wihrend die Wirkung der gewodhnlichen 
ch Lipase bei der Einwirkung dieses Reagens keine EinbuBbe er- 
en @% fahrt, wird die Aktivitit der Keimungslipase véllig vernichtet; 
ch J& es ist aber nicht untersucht, ob dieses Verhalten spezifisch 
en, @ fir Phosphatlésungen gilt oder ob es allgemein auf eine gréBere 
ict J Unbestiindigkeit gegeniiber der Kinwirkung von Alkali zuriick- 
ies JF ,ufiihren ist. Sodann findet man die synthetisierenden Kigen- 
| schaften der Blastolipase weit stirker ausgeprigt; sie aiuBern 
ing # sich sogar noch in betrachtlichem MaBe in stark verdiinntem 
en Glycerin. Es hat den Anschein, daB der Organismus der 
Jes keimenden Pflanze hiermit iiber eine weitere Regulierungs- 
yse ] moglichkeit verfiigt fiir eine allmahliche Aufspaltung seines 
ng hochwertigen Reservestofts. 
par 
ner 1. Uber die Wirkung der Ricinuslipase. 
oe 1. Die Messung der lipatischen Verseifung. 
lein | Die in der Literatur zur Bestimmung pflanzlicher Lipasen 
ase [ 2ugewandten Verfahren griinden sich iiberwiegend auf die Ver- 
ehr  ‘cifung echter Fette, also von Estern des Glycerins; Ester 
ver [— viederer Alkohole hat man nur selten und mit geringem Er- 
der je ‘olg fiir ihre Messung verwandt. Nach H. EK. Armstrong?) 
ine | wd H. KE. Armstrong und E. Ormerod?) besitzt die Lipase 
Ter. des Ricinussamens starke Aktivitaét gegeniiber eigentlichen 
| Fetten, wihrend sie niedere Ester verhiltnismaBig trige spaltet. 
ase In diesem Verhalten erblicken dié beiden Forscher einen 
ters [| Ptinzipiellen Unterschied zwischen pflanzlicher und tierischer 
ven [B Lipase; ihre Arsicht, daB die letztere, z.B. die Lipase der 
olen f Bauchspeicheldriise, als ein vorwiegend esterspaltendes Enzym 


‘ ') Proc. Roy. Soc., Serie B, Bd. 76, S. 606 (1905). 
ine! = *) Proe. Roy. Soe., Serie B, Bd. 78, 8. 876 (1906). 
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166 Richard Willstaitter und Ernst Waldschmidt-Leitz, 


anzusehen sei mit nur geringer Wirkung gegeniiber Neutral- 
fetten, hat sich nicht bestatigt und ist durch die neueren Be- 
funde widerlegt worden.') Vielleicht sind auch die bei pflanz. 
licher Lipase beobachteten bedeutenden Unterschiede im 
Spaltungsvermégen gegeniiber verschiedenen Substraten nur 
durch eine Unvollkommenheit ihrer Wirkungsbedingungen vor- 
getiuscht. Die Befunde von K.G. Falk und K. Sugiura? 
iiber Léslichkeitsunterschiede von fett- und von esterspaltenden 
pflanzlichen Enzymen entbehren der Beweiskraft, da sie auf 
fehlerhafter und unzulinglicher Bestimmungsmethode beruhen.* 

Da sich aus den Angaben der Literatur iiber die enzy- 
matische Einheitlichkeit der Ricinuslipase kein zuverlissiges 
Urteil gewinnen laBt, so geben wir fiir ihre Messung der An- 
wendung ihres natiirlichen Substrates oder anderer fetter Ole 
den Vorzug. 

Wir leiten die enzymatische Spaltung ein durch kurzes, 
kraftiges Anschiitteln mit der Hand, wihrend dessen sich bei 
Verwendung wirksamer Enzympriparate eine gute Emulgierung 
des Ols einzustellen pflegt. Besondere Versuche iiberzeugten 
uns davon, daB diese Art der Anschiittlung ausreichend ist 
und in ihrer Wirkung auch durch kontinuierliche maschinelle 
Bewegung nicht iibertroffen wird. 

Bei einem Spaltungsansatze von 0,50 g entéltem Ricinussamen mit 
5,0 g Olivenédl und 1,00 ecm 0,1 n-H,SO, betrug die Verseifung in 
16 Stunden a) nach 3 Min. langer Handschiittlung, b) bei kontinuier- 
licher Schiittlung in der Maschine a) und b) 70 °/, des Ols. 

Nach Ablauf der Versuchszeit unterbricht man die enzy- 


matische Reaktion durch Zugabe von Alkohol; dadurch wird 





1 R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. Fr. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 125, S. 98 und zwar S. 95 (1922/23). 

2) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 37, S. 217 (1915); K.G. Falk, ebenda 
Bd. 37, S. 649 (1915). 

*) Vgl. hierzu R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. 
Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921), Eine experimentelle Nachpriifung der 
Befunde von Falk an wifrigen und Kochsalzausziigen entélter Ricinus 
und Sojabohnen ergab in der Tat, daB der an und fiir sich nicht 
sehr ansehnliche Acidititszuwachs bei der Bestimmung der lipatisches 
Wirkung der Extrakte gréBtenteils auf die Wirkung proteolytischer 
Samenenzyme zuriickzufihren ist. 
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Uber Ricinuslipase. 167 


die Enzymwirkung sistiert, auch findet selbst bei lingerer Kin- 
wirkung des Alkohols keine Veresterung mit der abgespaltenen 
Fettsiure statt; ihre Menge bestimmte man nach Zugabe von 
etwas mehr Alkohol durch Titration mit n-Alkalilauge und 
Phenolphthalein als Indikator. 

0,50 g entélten Samen iiberlieB man wiihrend 4 Stunden der Ein- 
wirkung auf 5,0 g Olivenél unter bestimmten Bedingungen; die ein- 
getretene Verseifung ermittelte man dann nach Vermischen mit 5 cem 


absol. Alkohol a) durch sofortige Titration, b) nach 24 stiindigem Stehen 
mit dem Alkohol zu a) 61,8 und b) 61,4 °/). 


2. Die Abhangigkeit der Lipasewirkung von der 
Wasserstoffzahl. 


Die ersten Beobachtungen iiber den EinfluB der Aciditiit 
auf die Wirkung der Ricinuslipase entstammen der grund- 
legenden Untersuchung von W. Connstein, E. Hoyer und 
H. Wartenberg.’) Diese Forscher fanden, wenn sie dlhaltigen 
Samen mit Wasser verrieben, nach Verlauf von einigen Tagen 
ein sprunghaftes Ansteigen der Fettsiuremenge in dem Reak- 
tionsgemisch, wihrend die lipatische Spaltung bis zu diesem 
, Sprung“ nur unbedeutend blieb; sie fiihrten diese Erscheinung 
auf eine Entstehung von Siure in der Samensubstanz zuriick, 
da sie zeigen konnten, daB nach Zugabe einer geringen Menge 
Siure zur Samenemulsion alsbald eine intensive Fettspaltung 
einsetzte. E. Hoyer’) hat dann spiter der Frage nach der 
Natur dieser Samensiiure eine spezielle Untersuchung gewidmet; 
er fand, daB sich bei der Autolyse der Samensubstanz Milch- 
siure und Kohlensiure bildeten, und schrieb einer dieser 
Siuren die Rolle des Lipaseaktivators zu. Wir sehen die Ur- 
sache fiir jenen Sprung in der Lipasewirkung in einer spezi- 
fischen Verinderung des Enzymkomplexes selbst; sie soll in 
einem spiteren Kapitel dieser Abhandlung eingehender be- 
sprochen werden. 

Die Frage nach der erforderlichen optimalen Siuremenge 
hat in der Folgezeit mehrere Autoren beschiftigt. Connstein, 





') Chem. Ber. Bd. 35, S. 3988 und zwar 8. 3989 (1902). 
*) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 (1906/07). 
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Hoyer und Wartenberg hatten angegeben, dab das Optimum 
der Siurewirkung zwischen Normalitaten von 0,1 und 0,3 liege, 
unabhingig vom Dissoziationsgrad der Séiure. M. Nicloux?) 
sowie Y. Tanaka?) bezeichneten ebenfalls die absolute Siure- 
menge als maBgebend. Dagegen beobachtete Y. W. Jalander’ 
bei vergleichenden Versuchen mit rohen und gereinigten Enzym- 
praparaten eine bedeutende Abnahme der optimalen Menge 
Essigsiure bei dem 10 mal reineren Enzym. Auch E. Hoyer) 
hat auf eine groBe Siureempfindlichkeit reinerer Lipasepriparate 


hingewiesen. Sie hat sich in unseren Versuchen bestitigt. 

Versuch 1. 0,530 g einer Enzymsahne gaben in 20 Min. bei 20 
unter Zusatz von a) 2,00 cem 0,05 n-H,SO,, b) 2,00 eem 0,5 n-CH,COOH, 
c) 2,00 ccm n-Acetatpuffer von p,, = 4,7, a) 0,7, b) 10,4 und ¢) 27,1° 
Spaltung von 2,50g Olivendl. 

Die Ursache fiir diese verschiedene Beeinflussung der 
Lipasewirkung durch Siéurezusatz liegt in ihrer Abhiangigkeit 
von der Wasserstoffionenkonzentration. Die an amphoterer 
Substanz verarmte Sahne vermag die zugefiigte Mineralsiure 
nicht mehr so weitgehend abzufangen, daB sich eine fiir die 
Knzymwirkung geeignete Aciditét ergibt; bei Zusatz der 
schwicher dissoziierten Essigsiure erscheint trotz ihrer gréBeren 
Konzentration die Wirkung der Lipase nur abgeschwicht. Die 
Erscheinung widerlegt die Anschauung von der Bedeutung einer 
bestimmten Sauremenge. 

Die Lipase aus Ricinussamen besitzt wie andere Enzyme 
ein bestimmtes optimales Wirkungsgebiet; dieses finden wi, 
in Ubereinstimmung mit den nach Abschlu8 unserer Unter- 
suchung mitgeteilten Angaben von D. KE. Haley und J. F. Ly- 
man), bei einer Wasserstoffzahl von 4,7—5,0. Das durch 
S. P. L. Sérensen nach den Angaben von Y. W. Jalander‘) 
errechnete Acidititsoptimum von py = 2,9—3,7, das von der 





1) OC. R. Soc. Biol. Bd. 56, S. 702; Bd. 57, S. 84 und S. 175 (1904). 

*) Journ. Coll. Engin. Tokyo Bd. 5, 8. 125 (1912); Chem. Zbl. 1913, |, 
S. 666. 

3) Biochem. Zs. Bd. 36, 8. 435 und zwar S. 448 (1911). 

*) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar S. 431 (1906/07). 

5) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 43, S. 2664 (1921). 

6) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 435 und zwar S. 448 (1911). 


w 
a 





ran 








ait 


lie 
en 
ie 


jer 


ne 





Uber Ricinuslipase. 169 


referierenden Literatur’) iibernommen wurde, ist ungenau; es 
wurde durch die in den untersuchten Priparaten enthaltene 
amphotere Substanz vorgetiiuscht. Wie die nachfolgenden 
Tabellen zeigen, laBt sich die optimale Wasserstoffzahl ein- 
deutig mit verschiedenen Puffermischungen festlegen. Die 
Tabellen 1—3 veranschaulichen die Abhiangigkeit der Lipase- 
wirkung von der Aciditait bei Anwendung von Phosphat-, Citrat- 
und Acetatpuffergemischen; die Versuche der Tabelle 4 sind 
mit Acetatpuffer verschiedener Konzentration ausgefiihrt. 


Tabelle 1. 


Lipasewirkung und Wasserstoffzahl; Phosphatpuffer. 
(0,620 g Sahne, 2,50 g Olivendl, 2,00 cem Pufferlésung; 20 Min.; 20°.) 








n/3-Na,HPO, | n/3-NaH,PO, | n/3-H,PO, Spaltung 

cem eem ecm Pu Ff, 
1,00 1,00 - 6,80 0 
0,50 1,50 — 6,36 0 

0,10 1,90 — 5,58 15,9 

oe 2,00 a 4,52 12,6 

= 1,90 0,10 i 8,5 

1,75 0,25 =| “on 8,3 














Tabelle 2. 


Lipasewirkung und Wasserstoffzahl; Citratpuffer. 
(0,620 g Sahne, 2,50 g Olivenél, 2,00 cem Pufferlésung; 20 Min.; 20°.) 





n/3-sek. K-citrat n/3-KOH Spaltung 
eem ecm PH %F, 
1,25 0,75 6,12 3,2 
1,50 0,50 5,44 9,7 
1,75 0,25 5,17 15,7 
1,90 0,10 5,03 16,9 
1,95 0,05 5,00 16,6 
2,00 = 4,95 16,0 














') Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente, Bd.1I, §.179, Leip- 
zig 1913, 
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Tabelle 3. 


Lipasewirkung und Wasserstoffzahl; Acetatpuffer. 
(0,620 g Sahne, 2,50 g Ol, 2,00 ccm Pufferlésung; 20 Min.; 20°.) 











n/2-CH,COOK |n/2-CH,COOH Proz, Spaltung von 
Pu a 
ecm eem Olivené] | Bucheckerni! 
2,00 a 6,80 0 — 
1,75 0,25 5,60 18,4 nin 
1,50 0,50 5,22 21,5 on 
1,35 0,65 5,05 23,1 — 
1,25 0,75 4,97 28,7 25 
1,00 1,00 4,74 27,1 29 
0,75 1,25 4,52 23,0 26 
0,50 1,50 4,27 21,8 _ 
— 2,00 2,48 10,4 _ 











Tabelle 4. 


Lipasewirkung und Pufferkonzentration. 
(0,620 g Sahne, 2,50 g Olivendl, 2,00 cem Acetatpuffer; 20 Min.; 20°) 








Essigsiure : Proz. Spaltung bei Pufferkonzentration 
| K-acetat Pu ih Garry Se eee dae 

n/1 ! n/2 | n/4 | n/10 

1:3 5,22 _ 2 a aoe 

1:3 4,97 23 28 26 26 

ate 4,74 23 27 27 | 25 

1:3 4,52 20) 23 22 26 

1:4 4,27 — 22 — 23 








Die Enzymwirkung wird am giinstigsten gefunden bei An- 
wendung eines Acetatpuffergemisches von py = etwa 5,0 inner- 
halb einer Puffernormalitit von 0,5—0,1; sie ist weniger giinstig 
bei Gegenwart einer Phosphatmischung von derselben Wasser- 
stoffzahl und am geringsten in Citratlésungen. 

Indessen vermag die Gegenwart im 01 enthaltener oder 
zugefiigter hoher Fettsiuren, die ihrer wiBrigen Suspension 
gleichfalls eine Aciditit entsprechend py = 4—5 erteilen, keine 
lipatische Wirkung auszulésen; nach Zugabe von Stearinsiure, 
ferner von Fettsiiure aus Bucheckernél, sowie der noch stirker 
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sauren Ricinolsiure zu einem Spaltungsansatz konnten wir 
keine Verseifung messen. 

Versuch 2. 0,905 g einer Enzymsahne vermischten wir mit 2,50 g 
Ricinusél und bestimmten die nach 20 Min. bei 20° erfolgte Verseifung 
nach Zusatz von a) 0,2843 g Stearinsiure + 2,0 cem H,O, b) 0,2030 g 
durch Verseifung von Bucheckernél gewonnene Fettsiiure + 2,0 eem H,O, 
e) 0,8040 g Ricinolsiiure + 2,0 cem H,O und d) 2,00 eem 0,5 n-Acetat- 
puffer von Py = 4,7; sie betrug a) 0, b) 0, c) 0 und d) 43,3°/, vom zu- 
gefiigten Ol. 

Ks kann daher auch die wahrend der Keimung oder der 
Autolyse der Samen erfolgende Bildung einer gewissen Menge 
Fettsiure nicht zur Erklirung des von Connstein, Hoyer 
und Wartenberg beobachteten Aktivititssprunges heran- 
gezogen werden, es ist also nicht so, wie H. v. Euler in seinem 
Lehrbuch ,Chemie der Enzyme“?) ausfiihrt: ,,Wir haben es hier 
mit einem Fall von Autokatalyse zu tun, wo eines der Reaktions- 
produkte den Fortgang der Reaktion beschleunigt.“ 


3. Uber den Einflu8 von Zusatzen. 


Kine aktivierende Wirkung gewisser Salzzusitze, besonders 
von Mangansalzen, ist zuerst von KE. Hoyer?) beobachtet worden; 
sie haben daraufhin Kingang in die Technik der enzymatischen 
Fettspaltung gefunden. Auch Y.Tanaka*) berichtet iiber 
ausgesprochene Férderung durch Mangansalze. Uber die Be- 
deutung des Mangans fiir die Phytolipase haben K. G. Falk 
und M. L. Hamlin‘) eine eigenartige Ansicht geiuBert: danach 
soll die Bildung des Enzyms aus seinem Zymogen in einem 
OxydationsprozeB bestehen, der durch Mangansalze katalytisch 
beschleunigt wird. Ein begriindeter AnlaB zu einer so weit- 
gehenden Annahme scheint uns durch die nur von einigen 
Forschern beobachtete, iiberdies nicht betriichtliche Aktivierung 
nicht gegeben. Wir finden unter optimalen Wirkungsbedin- 
gungen Mangansalze indifferent. 


1) 2. Auflage, IL. Teil, 1. Abschnitt, S. 38 (Minchen und Wies- 
baden 1922). 

*) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar S. 433 (1906/07). 

*) Jl. Coll. Engin. Tokyo Bd. 5, 8. 142 (1912); Chem. Zbl. 1913, I, 
S. 667. 

*) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 35, S. 210 (1912/13). 
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Versuch 1. 0,150 g einer Sahne wurden mit 2,50 g Olivendél und 
a) 2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer von p,, = 4,7, b) 2,00 cem 0,5 n-Acetat- 
puffer + 5 mg MnSO, bei 20° der Spaltung iiberlassen; sie betrug nach 
6 Stunden a) 83,9, b) 33,7 °/). 

Versuch 2. 0,780 g Enzymsahne gaben nach Zusatz von a) 2,00 ccm 
0,5 n-Acetatpuffer (pj, = 4,7), b) 2,00 ccm des Puffers + 5 mg MnSv, 
bei 20° in 6 Stunden a) 76,1, b) 76,3 und in 16 Stunden a) 91,0, 
b) 88,0°/, Spaltung von 2,50 g Olivendl. 

Versuch 3. 0,250 g entédlter Ricinussamen spalteten 2,50 g Olivené! 
bei 20° in 24 Stunden unter Zusatz von a) 2,00 cem 0,5 n-Acetutpuffer 
(Py = 4,7), b) 2,00 cem Puffer + 5 mg MnSQ, zu a) 82,7 und b) 82,8°).. 

Zusatz von Natriumchlorid, das nach Tanaka aktivieren 
soll, fanden wir stark hemmend; die Hemmung steigt progressiy 
mit zunehmender Salzkonzentration; sie wird vielleicht erklirt 
durch eine Verinderung im Dispersititsgrad der Protein- 


komponente des Enzyms. 
Tabelle 5. 


EinfluB yon NaCl auf die Lipasewirkung. 
(0,250 g entdlter Samen, 2,50 g Olivendl, 2,00 cem n/2-Acetatpuffer 
(Py = 4,7); 20 Min.; 20°.) 





NaCl-Konzentration Olspaltung 
°/o */o 
0 22,3 
1 20,4 
2 18,4 
5 14,0 
10 6,6 





Ebensowenig leB sich die von Y. Tanaka?) angegebene 
Aktivierung durch Aminosiuren bestitigen; die Verseifung war 
bei Gegenwart von Alanin nur in geringem Mabe erhdht. 

Versuch 4. 0,748 g einer Sahne wirkten bei 20° und p,, = 4,i 
(2,00 eem 0,5 n-Acetatpuffer) a) ohne Zusatz, b) unter Zusatz von 20mg 
Alanin 20 Min. lang auf 2,50 g Olivenél ein; die Spaltung belief sich 
auf a) 27,7, b) 29,7 °/, vom OI. 


4, Zur Kinetik der lipatischen Verseifung. 


Die Kinetik der Fettspaltung durch pflanzliche Lipase ist 
schon des 6fteren untersucht worden. Bereits in der grund- 


<, A.a. 0. 
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legenden Abhandlung von W. Connstein, EK. Hoyer und 
H. Wartenberg') finden sich Beobachtungen iiber den zeit- 
lichen Verlauf der enzymatischen Verseifung; sie gehorchte nicht 
dem Gesetze einer monomolekularen Reaktion, die Konstante 
der Reaktionsgleichung sank stetig ab. Dagegen fanden sowohl 
M. Nicloux?) wie A. E. Taylor’), dieser fiir die Hydrolyse 
von Triacetin, GesetzmiBigkeiten wie bei monomolekularem 
Verlauf; ihre Befunde erscheinen um so auffalliger, als die 
Verseifung der Triglyceride mit Sicherheit nicht einem so ein- 
fachen Gesetze folgen wird. Sie sind auch von Y. W.Jalander‘4) 
in einer eingehenden Untersuchung nicht bestiitigt worden. 
Jalander gibt an, daB fiir die Lipasewirkung mit einiger An- 
niherung die ,Schiitzsche Regel“ Geltung habe, nach der 
der Umsatz proportional der Quadratwurzel aus der Zeit ge- 
funden wird; indessen ist die Ubereinstimmung der berechneten 
Konstanten schlecht und gilt nur angenihert fiir einen kleinen 
Bereich mittlerer Spaltungsgrade. Ahnliche Ergebnisse erhielt 
K. Bournot*) bei Versuchen mit Lipase aus Chelidonium majus. 
Gegen alle genannten Untersuchungen lift sich einwenden, 
da& sie ohne Beriicksichtigung der Wasserstofizahl und ohne 
Einstellung konstanter enzymatischer Wirkungsbedingungen 
angestellt wurden; sie bediirfen daher einer Nachpriifung unter 
diesem Gesichtspunkte. 

Wie die nachstehend tabellarisch verzeichneten Versuche 
ergeben, laBt sich der Reaktionsverlauf der Lipasewirkung in 
der Tat keiner einfachen Beziehung unterordnen. Die nach 
der Gleichung eines monomolekularen Verlaufs berechneten 
Koeffizienten sinken konstant. Die Beziehung der ,Schiitz- 
schen Regel“ gilt nur mit wenig befriedigender Annaherung 
fiir mittlere Spaltungsgrade, _etwa zwischen 20 und 50°, 
ollenbar nur infolge einer Uberlagerung zweier entgegen- 
gesetzter Hinfliisse. Dagegen besteht im allerersten Bereiche 


) Chem. Ber. Bd. 35, 8. 3988 und zwar S. 4003 (1902). 
*) C. R. Soe. Biol. Bd. 54, 8S. 840 (1902). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, S. 87 (1906). 

*) Biochem. Zs. Bd. 36, 8. 435 und zwar S. 464 (1911). 
*) Biochem. Zs. Bd. 52, S. 172 (1913). 
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der Spaltung, etwa bis zu 6 °/,, direkte Proportionalitaét zwischen 


Umsatz und Zeit. 


Tabelle 6. 


Reaktionsverlauf mit Olivendl. 





(0,360 g — 2,50 g¢ Ol, 2,00 cem 0,5 n- id cei von Pu = 4,7; 20°) 














k ‘Senate fiir 
Zeit Spaltung 
‘ . log, — S17 k = =k 
Min. *, ” Ve t ’ 
2,5 3,1 0,0055 2,1 1,2 
5 6,0 0,0054 2,7 1,2 
10 9,6 0,0044 3,0 1,0 
20 15,7 0,0037 3,5 0,8 
40 26,3 0,0033 4,2 0,7 
80 40,9 0,0029 4,6 0,5 
160 57,0 0,0023 4,5 0,4 
320 66,6 0,0015 8,7 0,2 
Tabelle 7. 


(0,140 g Sahne, 











Reaktionsverlauf mit Ricinus6l. 


2,50 g Ol, 2,00 ecm 0,5 n-Acetatpuffer von Py = 4,7; 20°) 














Zeit Spaltung 
Min. ‘1. 
5 4,3 
10 7,0 
20 11,6 
40 21,7 
80 31,5 
160 44,6 
240 49,7 
320 54,2 
400 51,6 


Bei Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen Enzyw- 
menge und Reaktionsgeschwindigkeit fanden M. Nicloux’) 





1) Contribution 4 1]’étude de la saponification des corps gras, Paris 
1906, S. 33. 





eo ila 
ge ae a Fo 
0,0038 19 =6| Og 
0,0032 2,2 0,7 
0,0027 S| Oe 
0,0027 3,4 0,5 
0,0021 3.5 0,4 
0,0016 3,5 0,3 
0,0012 3,2 0,2 
0,0011 3,0 0,17 
0,0009 29 | 0,14 


k berechnet fiir 
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sowohl wie Y. W. Jalander’) im ersten Bereiche der Spaltung 
den Umsatz der Enzymmenge direkt proportional. Ihre Er- 
gebnisse bestitigen sich unter den Bedingungen optimaler 


see ae , Umsatz 
Aciditait; die Quotienten Bessa 


Verseifung von ungefahr 30°/, konstant. 





x = . . 
= — bleiben bis zu einer 


Tabelle 8. 


Enzymmenge und Umsatz bei gleicher Versuchszeit. 
(2,50 g Olivenél, 2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer (p,, = 4,7); 30 Min.; 20°.) 











k ber. fiir 
Sahne Spaltung 
x 
0 aati 
g Io é 
0,048 3,8 79 
0,096 7,3 76 
0,192 14,9 78 
0,384 27,4 71 
0,768 45,2 59 


Im Gegensatz zu den bei der Olspaltung durch pankrea- 
tisches Enzym gewonnenen Ergebnissen?”) findet man fir die 
pilanzliche Lipase die Beziehung verwirklicht, daB die Enzym- 
mengen sich umgekehrt verhalten wie die Zeiten gleichen 
Umsatzes; sie gilt ziemlich streng bis zu einer Verseifung von 
40—50°/, fiir ein Verhaltnis der Enzymmengen wie 1:4 und nicht 
mehr sicher fiir ein Verhaltnis wie 1: 16 (vgl. Tab. 9). Offenbar 
sind die aktivierenden und hemmenden Kinfliisse der gebildeten 
Spaltprodukte bei dem pflanzlichen Enzym weniger ausgeprigt. 

Das Temperaturoptimum fiir die Wirkung der Ricinus- 
lipase liegt nach unseren Erfahrungen bei etwa 35°. Bei 
hdherer Temperatur ist, vor allem bei reineren Priparaten, 


Edie Schadigung des Enzyms schon deutlich erkennbar (Tab. 10); 


bei 50° biBt die Lipase in Gegenwart waBriger Olemulsionen 





') Biochem. Zs. Bd. 36, S. 435 und zwar 8. 462 (1911). 

*) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. Fr. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 125, S.93 und zwar S. 118, 125 u. 180 (1922/28). Vel. 
die andersartigen Befunde bei der Hydrolyse von Tributyrin, R. Will- 
statter u. Fr. Memmen, Diese Zs. Bd. 129, S. 1 und zwar S. 22 (1928). 
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Tabelle 9. 
Enzymmenge und Umsatz bei wechselnder Versuchszeit. 
(2,50 g Ricinusél, 2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer (p,,; = 4,7); 20°; 
Angaben bedeuten Proz. Umsatz.) 








Enzymmenge Enzymmenge - Zeit = e:¢ 
e=1,116g —_— $$ 
Sahne 2,5 5 | 10 | 20 
1 es | 23,1 | 36,9 | 49,7 
1 13,0 21,7 | 31,5 44,6 
1 12,8 21,9 | 32,3 | 44,0 
1 12,0 217s 31,5 | 44,6 
a 11,9 195 29,0 | 39,2 


ihre Aktivitit véllig ein (Versuch 1), wihrend sie nach den 
Beobachtungen von M. Nicloux?) in trockenen Olsuspensionen 
Temperaturen bis zu 100° vertragen soll. 


Tabelle 10. 


Lipasewirkung und Temperatur. 
(2,50 g Ribél, 2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer (py = 4,7); Priip. 1: 0,250¢ 
entolt. Samen, 20 Min.; Priip. II: 0,1052 g Kieselgurpriiparat, 60 Min. 
Priip. III: 0,125 g wasserbeh. Samen, 30 Min.) 











Proz. Spaltung bei Priiparat 
Temperatur , 

I | Il | Ill 
20° 21,1 | 44,6 | 5,2 
25 29,7 | - | 6,6 
30 32,0 | - | 7,1 
35 33,5 49,3 | 8,4 
40 83,7 45,2 | 5,4 
43 ~- 39,9 | _ 
45 33,0 | 15,7 | 1,6 


Versuch 1. a) 0,1052 g eines Kieselgurpriiparates spalteten 2,50 
Riibél bei 50° und py = 4,7 (2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer) in 2 Stunden 
zu 23,0 °/). 

b) Der nimliche Versuchsansatz wurde nach 1 Stunde auf 20° ab 
gekiihlt und wihrend einer weiteren Stunde bei 20° belassen; dant 
belief sich die Verseifung ebenfalls auf 23,0 °/). 





) A.a. 0. 
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5. Bestimmungsmethode und MaBe. 

Die bisher in der Literatur iiber die Wirkung der Ricinus- 
lipase mitgeteilten Messungen sind in manchen Punkten un- 
vollkommen geblieben, es lift sich keine fiir verschiedene 
Reinheitsgrade des Enzyms anwendbare Methode darauf griinden; 
daher sind Ausbeutebestimmungen unter vergleichbarer Messung 


'des Enzyms in den praparativen Arbeiten iiber Ricinuslipase 


nicht ausgefiihrt worden. Das von uns ausgearbeitete und 


-nachfolgend beschriebene Bestimmungsverfahren fiir das lipa- 


tische EKnzym erlaubt die vergleichende Messung der Enzym- 


menge unabhiingig vom Reinheitsgrad; es hat in der prapara- 
‘tiven Untersuchung mit Erfolg Anwendung gefunden. Die 
| Methode beruht auf der Kinhaltung konstanter Wirkungs- 
bedingungen fiir das Knzym und sie griindet sich auf die 


Kenntnis der zwischen Knzymmenge und Umsatz bestehenden 


| Beziehungen. 


Ausfithrung der Bestimmung. In ein kleines zy- 


: lindrisches Standflischchen von 15—20 ccm Inhalt wagen wir 
das zu untersuchende Enzympraparat ein, und zwar in der 
Regel die 1,0 g rohem, ungeschaltem Samen entsprechende 
Menge, und vermischen es mit 2,50 g Ol. Zu der auf 20° 
Feehaltenen Mischung werden alsdann 2,00 ccm 0,5 n-Acetat- 
| pufferlésung von p,, = 4,7 (bestehend aus 1,00 ccm 0,5 n-Kssig- 
 siure + 1,00 cem 0,5 n-Ammonacetat) zugegeben und das Flisch- 
chen sogleich 3 Minuten lang kraftig mit der Hand geschiittelt; 
‘dann beliBt man es noch 17 Minuten im Thermostaten von 
20°. Das Reaktionsgemisch spiilen wir nach Ablauf dieser 
Zeit mit etwa 30 ccm 96°/, igem Alkohol in einen Erlenmeyer- 
-kolben tiber und bestimmen die gebildete Fettsiiure nach Zu- 
sgabe von 15 cem Ather mit n-KOH und Phenolphthalein als 
| Indicator; bei Spaltungen des alkoholléslichen Ricinuséls er- 
Sibrigt sich der Zusatz von Ather. Hierbei ist zu beachten, 
‘(ab sowohl der angewandte Puffer wie die amphotere Substanz 
‘der Enzympraparate in alkoholischer Liésung einen Kigen- 
“erbrauch an Lauge aufweisen’), dessen Betrag durch eine 





4 ') R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. 
Bd. 54, S, 2988 (1921). 
| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 12 
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Leerbestimmung ermittelt und von dem der Hauptanalyse in 
Abzug gebracht wird. Der Berechnung des prozentualen Um- 
satzes liegt die Verseifungszahl des angewandten Ols zugrunde. 


Beispiel: 0,400 g einer 2 mal mit Wasser gewaschenen Enzymsahne 
(aus 20 g geschilten Ricinusbohnen erhalten 11 g) lie’ man 20 Minuten 
bei 20° auf 2,50 g Mohndél (V.-Z. = 197) einwirken in Gegenwart von 
2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer (p,, = 4,7). Der Verbrauch an Lauge ent. 
sprach dann 3,20 ccm n-KOH im Hauptversuch und 1,08 cem n-KOH 
in der Kontrollprobe; aus der Differenz von 2,12 cem der Lauge be- 


A , 2,12-56,1-100 
rechnet sich eine Verseifung von —- pet it 
2,5°197 


MaBe. Als Mab fiir die Ricinuslipase ist die ,,Phyto- 
lipase-EKinheit (Ph. L.-E.)“ gewahlt, d. i. dieyenige Enzyn- 
menge, welche unter den Bedingungen unsrer Bestimmung bei 
20° und p, = 4,7 (eingestellt durch 2,00 cem 0,5 n-Acetat- 
puffer) 2,50 g Olivenél von der Verseifungszahl 185,5 in 20 Mi- 
nuten zu 7,5°/, spaltet. 

Auf Grund der in Tabelle 8 des vorangehenden Abschnitts 
verzeichneten Ergebnisse werden die Beziehungen zwischen 
der gemessenen Verseifung und der Anzahl der Phytolipase- 
Einheiten durch die unten stehende Figur wiedergegeben. 


oder 24,1 °/,. 
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Die Grenze der Zuverlissigkeit unsrer MeBmethode liegt be 
einer Enzymmenge von 7,5 Ph. L.-E. und entspricht einer Ver- 
seifung von 45°/, des Olivendls. 
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Die oben gegebene Definition der Phytolipase-Kinheit 
bedarf in einigen besonderen Fallen einer Korrektur, nimlich 
dann, wenn statt des Olivenéls andere Ole als Substrat der 
Enzymwirkung dienen. Infolge der wihrend des Krieges herr- 
schenden Knappheit an Fetten verfiigten wir nicht iiber aus- 
reichende Mengen von Olivenél; so war man gezwungen, einen 
Teil der enzymatischen Messungen mit Olen anderer Herkunft 
vorzunehmen. So gelangten zur Anwendung: Walfischtran 
(V.-Z. 200), Bucheckernél (V.-Z. 193), Mohnél (V.-Z. 197), Riibél 
(V.-Z. 170) und Ricinusél (V.-Z. 180). Fiir Tran, Bucheckern- 
und Mohndél eriibrigt sich eine besondere Korrektur, da in 
diesen Fiillen die Abweichung der durch gleiche Enzymmengen 
bewirkten prozentualen Verseifung von der des Olivendls sich 
innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung hilt. Bei der 
Spaltung einer gleichen Menge Riibéls ergeben sich dagegen 
entsprechend seiner niedrigeren Verseifungszahl hoéhere pro- 
zentische Werte; richtiger wire es wohl fiir diesen Fall, 
eine im Verhiltnis zur herabgesetzten Verseifungszahl erhéhte 
Menge des Ols zur Messung zu verwenden. Hingegen verlauft 
die enzymatische Hydrolyse des Ricinuséls mit deutlich er- 
hdhter Geschwindigkeit. Die Ursache fiir dieses Verhalten 
sehen wir nicht in einer spezilischen Affinitat der Phytolipase 
zu ihrem natiirlichen Substrat, sie scheint uns vielmehr durch 
eine leichtere Verseifbarkeit dieses Ols an sich bedingt; auch 
seine Hydrolyse durch tierische Lipase verliuft mit gesteigerter 
Geschwindigkeit. ') 

Die Beziehungen zwischen Enzymmengen und Umsatz fiir 
die Verseifung von Riibél und von Ricinusél sind in der voran- 
stehenden Figur mit der fiir Olivenél giltigen Kurve graphisch 
zusammengestellt; diese gibt somit die Méglichkeit einer ein- 
lachen Umrechnung. Danach spaltet 1 Ph. L.-E. entweder 
7,5 °/, von 2,50 g Olivenél (bzw. Tran, Bucheckern- und Mohnil) 
oder 9,0 °/, von 2,50 g Riibél oder 9,8°/, von 2,50 g Ricinusdl; 
eine Verseifung von 45 °/, des Substrats entspricht fiir Olivendl, 


 ) R. Willstaétter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 125, 8.93 und zwar S. 116 (1922/23). 
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Riib6l und Ricinusél der Leistung von 7,5, bzw. 5,7, bzw. 5,2 
Ph. L.-E. 

Das Maf der Phytolipase-Kinheit laBt sich dadurch an- 
schaulich machen, daB sie in ungefihr 0,2 g einer Durchschnitts- 
probe des von uns verwandten rohen Samenmaterials enthalten 
ist entsprechend 5 cg 6l- und schalenfreier Trockensubstanz;: 
eine Bohne unserer Probe enthilt also bei einem durchschnitt- 
lichen Gewichte von 0,43 g etwas mehr als 2 Ph. L.-E. Eine Be- 
ziehung zu der in der Untersuchung iiber Fettspaltung durch 
Pankreaslipase fiir dieses Enzym aufgestellten ,,Lipase-Kinheit 
(L.-E.)*") ist dadurch gegeben, daB die Enzymeinheit der Phyto- 
lipase unter den fiir die Bestimmung der Pankreaslipase ge- 
gebenen Bedingungen lingerer Versuchsdauer (60 Min.) und 
héherer ‘T'emperatur (30°) ungefahr 24°/, von 2,50 g Olivendl 
spalten wiirde; ihre Leistung ist dann gleich der fiir die Kinheit 
des pankreatischen Enzyms gewahlten, welche unter den Be- 
dingungen der ,,Bestimmung unter Aktivierung bei wechselnder 
Wasserstofizahl* gegeben ist. 

Als MaB der enzymatischen Konzentration eines Priparates 
dient der ,Phytolipase-Wert (Ph. L.-W.)*, der bestimmt ist 
durch die Anzahl der Phytolipase-Kinheiten in 1 cg des Pri- 
parats. Der Phytolipase-Wert betrigt beispielsweise fiir unser 
rohes Samenmaterial 0,054, fiir entschalte Samensubstanz etwa 
0,075; er wiirde bei verlustlos gedachter Operation fiir ent- 
dltes Trockenpulver den Wert 0,22 erreichen. 


Ii. Verfahren zur Reinigung der Ricinuslipase. 
1. Darstellung und Verhalten fettfreier Samenpraparate. 


Fiir die Darstellung fettfreier Trockenpraparate aus 
Ricinussamen finden sich in der Literatur mehrere Beispiele. 
W. Connstein, E. Hoyer und H. Wartenberg?) entfetteter 
die von der AuBeren Schale befreiten Samenkerne durch Aus- 
pressen des QOls oder durch Behandlung mit Ather oder 
Schwefelkohlenstoff in der Kilte; sie konnten bei diesen Vor- 


1) R. Willstaitter, E. Waldschmidt-Leitz u. Fr. Memmen, 
a. a. O. und zwar S. 115. 
2) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3988 und zwar S. 3994 (1902). 
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nahmen keine Beeintrachtigung der Enzymwirkung beobachten. 
K. G. Falk und J. M. Nelson‘) verwandten zur Extraktion 
des Ricinuséls Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff; D. E. 
Haley und J. F. Lyman?) empfehlen niedrig siedenden Petrol- 
ither als Lésungsmittel. Knzympraparate von betrichtlich 
gesteigerter Konzentration erhilt man nach E. Hoyer*) bei 
Anwendung eines Loésungsmittelgemisches von bestimmtem 
spezifischem Gewicht durch Fraktionierung der Samenbestand- 
teile. Ahnlicher Richtlinien zur Gewinnung lipasereicherer 
Samenpraparate bedient sich das von M. Nicloux*) beschrie- 
bene Verfahren, das von Y. W. Jalander®) itibernommen und 
weiter ausgearbeitet wurde. Quantitative Messungen iiber 
den KinfluB der Entélung auf die lipatische Aktivitét sind in 
keiner der angefiihrten Untersuchungen ausgefiihrt worden. 
Auch fehlen exakte Vergleichsbestimmungen vom Wirkungs- 
wert konzentrierterer Priiparate. 


Der in unseren Versuchen verwendete Samen der Sorte 
Ricinus sanguineus war gute Gartnereiware mit einem Durch- 
schnittsgehalt von 28°/, auBerer Schalen, 47 °/, Ricinusél und 
25 °/, trockener, fettfreier Kernsubstanz. Die Abtrennung der 
harten auBeren Samenschalen bewirkte man durch vorsichtiges 
Anspalten mit dem Messer und Abschélen mit der Hand; 
eine sorgfaltige Loslésung der inneren ‘feinen Samenhiutchen 
schien wegen der unvermeidlichen Substanzverluste nicht 
zweckdienlich. Die lipatische Wirkung der so gewonnenen, 
noch élhaltigen Samenkerne ergibt sich aus nachstehendem 
Versuch, 


Versuch 1. 0,720 g der fein zerriebenen Samenpaste aus einer 
Probe von 20g entschilten Bohnen bewirkten unter den Bedingungen 
unsrer Bestimmungsmethode 36,0°/, Verseifung von 2,50 g Mohnil, 
entspr. einem Gehalte von 5,40 Ph. L.-E.; der Phytolipase-Wert des Ma- 
terials war also 0,075. 


*) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 34, S. 735 (1912). 

*) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 43, S. 2664 (1921). 

*) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar 8. 423 (1906/07). 

*) Contribution 4 l'étude de la saponification des corps gras, Paris 1906. 
») Biochem. Zs. Bd. 36, S. 438 und zwar S. 438 (1911). 
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Zur Entélung verreiben wir die geschalten Bohnen in der 
Reibschale sorgfaltig bis zu zaher, teigiger Konsistenz und 
schiitteln darauf die Masse 15—20 Minuten in einer Pulverflasche 
mit ungefihr dem 6 fachen ihres Gewichts Kohlenstofftetrachlorid 
gut durch; die festen Samenbestandteile werden dann von der 
Ollésung durch Absaugen auf der Nutsche getrennt, noch je 
2mal mit etwas CCl, und Ather gewaschen und im Exsiccator 
iiber Schwefelsiiure von Ather befreit. Man erhielt so beispiels- 
weise aus einer Probe von 100g entschilten Bohnen 34,8 ¢ 
trockenes, fettfreies Material. 


Die Operation der Entélung bedingt indessen nach unserer 
Erfahrungen betrachtliche Verluste an enzymatischer Aktivitit. 

So bewirkten in dem oben angefiihrten Beispiel 0,250 g des ent- 
élten Pulvers nur 17,8°/, Spaltung von 2,50 g Bucheckerndél, entspr. 
2,35 Ph. L.-E., und 21,1°/, Spaltung von 2,50 g Riibél, entspr. gleichfalls 
2,35 Ph. L. E. und dem Ph. L.-W. 0,094. Insgesamt war also der Enzym- 
gehalt auf 327,1 Ph. L.-E. gesunken gegeniiber 750 Ph, L.-E. in der 6l- 
haltigen Substanz; der Aktivitiitsverlust betrug 56 °/,. 

In einem anderen Beispiele an 20 g geschiltem Samen mit der 
nimlichen Ausbeute an Trockensubstanz belief sich die Aktivitiitseinbube 
bei der Entélung auf 52 °/, (0,250 g entélter Samen: 19,5 °/, Spalt. (Tran): 
2,60 Ph. L.-E.). 

Die bei der Entélung beobachtete AktivitatseinbuBe kénnte 
auf eine zerstérende Wirkung der Lésungsmittel an sich zuriick- 
gefiihrt werden; allein auch bei erheblich differierender Kin- 
wirkungsdauer — von 15 Minuten bis zu 16 Stunden — erhielt 
man stets ein Trockenmaterial, dessen Aktivitit nur unbedeutende 
Schwankungen aufwies. Wir vertreten daher die Auffassung, 
daB bei dem Entélungsvorgang die Verteilung und der Kolloid- 
zustand der Lipase oder ihres Tragers einer Verinderung 
unterliegen, die auf ihre Wirkung von Einfiu8 ist. Es kann 
als Stiitze fiir diese Anschauungsweise dienen, daB sich, wie 
spater gezeigt werden soll, durch KEinfiihrung feinverteilter 
Trager z. B. von Kieselgur als Verdiinnungsmittel der Aktivitiits- 
riickgang bei der Entélung betrichtlich herabsetzen liBt. 

Man priifte ferner den Kinflu8 einiger anderer organischer 
Lésungsmittel, so von Aceton, Athylalkohol, Glykol und Glycerin. 
Von diesen fanden wir Aceton indifferent, Alkohol, Glykol 
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und Glycerin dagegen von stark schidigender Wirkung auf 
das fettfreie Enzym. 

Versuch 2. 2,00 g entélten Ricinussamen, enth. 22,4 Ph. L.-E. 
(0,250 g: 21,0°/) Spalt. (Tran): 2,80 Ph. L.-E.), schiittelte man 20 Minuten 
lang a) mit 50 cem 96°/,igem Alkohol, b) mit 50 cem absol. Alkohol 
und ¢c) mit 50 ecm Aceton, trennte darauf in der Zentrifuge vom Lésungs- 
mittel und wusch den Bodensatz in den Zentrifugenglisern a) und b) je 
2mal mit Alkohol und Ather, c) mit Aceton und Ather aus. Die im 
Exsiceator von Ather befreite Substanz zeigte bei keiner der Proben 
merkliche Gewichtsabnahme; sie bewirkte mit 0,250 g a) 6,0, b) 6,2 und 
¢) 21,4°/, Spaltung von 2,50 g Tran, entspr. a) 0,80, b) 0,85 und ec) 2,85 
Ph. L.-E. in der Bestimmungsprobe und 6,4, bzw. 6,8, bzw. 22,8 Ph. L.-E. 
in der ganzen Menge. 

Versuch 3. 2,00 g entélter Samen (enth. 22,4 Ph. L.-E.) wurden 
15 Minuten mit a) 8,0 cem reinem Athylenglykol, b) 8,0 cem wasser- 
freiem Glycerin verrieben, sodann zwischen Filtrierpapier abgepreBt; 
es verblieben a) 2,0 g, b) 3,0 g noch feuchter Substanz. a) 0,250 g be- 
wirkten 1,0°/, Spaltung von 2,50 g Olivendl, entspr. 0,15 Ph. L.-E. in 
der Probe und 1,20 Ph. L.-E. insgesamt; b) 0,375 g bewirkten 1,5 °/, 
Spaltung von 2,50 g Olivenél, entspr. 0,20 Ph. L.-E. in der Probe und 
1,60 Ph. L.-E. insgesamt. 

Versuch 4. 5,00 g entélten Samen (mit 56,0 Ph. L.-E.) verrieb 
man 10 Minuten mit 7,50 g Glycerin; 0,625 g der Glycerinpaste be- 
wirkten dann noch 4,2 °/, Spaltung (Olivendl), entspr. 0,55 Ph. L.-E. oder 
11,0 Ph. L.-E. im ganzen. Der Aktivitatsriickgang betrug 80°/,. 


Der Riickgang der enzymatischen Wirkung unter dem 
KinfluB von Glycerin (oder Glykol) ist in allen Fallen bedeutend; 
er kann indessen nur zum kleinen Teil bedingt sein durch 
eine Hemmung der Olspaltung infolge der der Samensubstanz 
anhaftenden Glycerinmenge, die Glycerinkonzentration eines 
solchen Bestimmungsansatzes bewegte sich zwischen 12 und 
20°/,. Auch fiir eine Léslichkeit der enzymatischen Substanz 
in Glycerin finden wir keine Anhaltspunkte (vgl. die Versuche 
in Kapitel III, Abschnitt 4,c dieser Abhandlung), in Be- 
stitigung der Beobachtungen von E. Hoyer}); alle Versuche 
dieses Forschers, aus dem entdlten Samenmaterial mittels 
Glycerin, Wasser oder Salzlésungen wirksame Enzymausziige 
zu erhalten, sind erfolglos geblieben: ,,.[mmer erhielten wir 


') Chem. Ber. Bd. 37, S. 1436 und zwar S. 1487 (1904). 
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ein véllig unwirksames Filtrat und einen in seiner fettspaltender 
Wirkung stark reduzierten Samenriickstand.“ 

Die Angaben der Literatur iiber das Verhalten fettfreicy 
Ricinuslipasepriparate gegen Wasser und wibrige Reagenzien 
sind widerspruchsvoll und verwirrend. Zwar fand M. Nicloux' 
in Ubereinstimmung mit Hoyer, daB gereinigte Enzympraparate 
bei der Einwirkung von Wasser ihre Aktivitaét véllig einbiiBten: 
indessen erbrachten die Versuche Y. W. Jalanders?) an- 
scheinend keine Bestatigung dafiir. Nach Jalander soll die 
mit Wasser oder verdiinnter Kssigsiure gewaschene rohe 
Samensubstanz noch unverinderte Aktivitit besitzen, wihrend 
er an reineren Praparaten allerdings eine Schwiichung der 
Enzymwirkung dabei wahrnahm. Allein seine Angaben er- 
scheinen nicht stichhaltig: Zu lang gewihlte Bestimmungszeiten 
verdecken gréBtenteils die aufgetretenen Differenzen, auch isi 
nicht darauf geachtet worden, die Wirkungen iquivalenter 
Mengen der Priaparate zu vergleichen. Nach Y. Tanaka’ 
soll man durch griindliche Waschung entdlten Samens mit 
verdiinnter Essigsiure und mit Wasser ein Enzymmateria! 
von hoher Aktivitit erhalten; hingegen beobachteten D. E. 
Haley und J. F. Lyman‘) bei der Wassereinwirkung eine 
starke Schidigung des Enzyms. Nach K. G, Falk5) ist die 
Ricinuslipase unléslich in Wasser, lést sich dagegen betrichtlich 
in etwa 9°/, iger Kochsalzlésung, wahrend der wiBrige Samen- 
auszug ein spezifisch auf niedere Ester eingestelltes Enzym 
enthalten soll. Seine Befunde entbehren jedoch der Beweis- 
kraft, da die angewandte Bestimmungsweise nicht zwischen 
lipatischer und proteolytischer Wirkung zu_ unterscheiden 
erlaubt.®) 


1) ©. R. Soe. Biol. Bd. 56, S. 701; Bd. 57, S. 84 und S. 175 (1904). 

*) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 435 und zwar S. 450 (1911). 

3) Jl. Coll. Engin. Tokyo Bd. 5, S. 125 (1912); Chem. Zbl. 1913, 
Bd. I, S. 666. 

4) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 43, S. 2664 (1921). 

>) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 35, S. 1904 (1913); K. G. Falk und 
K. Sugiura, ebenda Bd. 37, S. 217 (1915). 

6) Vgl. hierzu die FuBnote 3 auf S. 166 dieser Abhandlung. 


ee Te 
CS GE ee ane cere se 


























Uber Ricinuslipase. 185 


en a Unsre Erfahrungen iiber die Kinwirkung von Wasser und 

| wiBrigen Lésungen auf fettfreies Ricinusenzym bestitigen die 
ler Beobachtungen von Hoyer, sowie von Nicloux und Haley 
len und Lyman. Bei der Behandlung entélten Samens mit Wasser 
x! wird seine lipatische Aktivitat weitgehend zerstirt; der wiBrige 
ate Auszug enthilt keine Lipase. 









Versuch 5. 2,00 g entdlten Samen (enth. 22,4 Ph. L.-E.) schiittelten 
wir mit 20 cem Thymolwasser 45 Stunden lang, filtrierten dann vom 
Ungelésten ab und wuschen den Filterriickstand mit 50 cem Wasser 
nach. 0,1445 g der im Exsiccator getrockneten Substanz (1,15 g) be- 
wirkten noch 2,5 °/) Spaltung (Tran), entspr. 0,35 Ph. L.-E. in der Probe 
und 2,8 Ph. L.-E. in der ganzen Menge; der Aktivititsverlust betrug 
also 88 °/,. 

Versuch 6. 8,0 g vom Samenmaterial des Versuchs 5 (89,6 Ph. L.-E.) 
| wurden i Stunde lang mit 80 cem Thymolwasser geschiittelt. Die wiib- 
rige Lésung trennten wir in der Zentrifuge ab und trockneten den 
Riickstand in den Zentrifugenglisern nach dem Waschen mit Wasser, 
Aceton und Ather; er betrug 4,0 g. 0,125 g desselben bewirkten a) fiir 








ca” ich, b) zusammen mit 2,50 cem vom wiBrigen Auszug bestimmt, a) 1,0 
’ ’ g g ? , 
und b) 1,1°/, Spaltung (Tran), entspr. a) und b) 0,15 Ph. L.-E. in der 
mit A /o SP § p ' 
1 Bestimmungsprobe und 4,8 Ph. L.-E. insgesamt; die Aktivitiit war auf 
T1ai &sp 8 \ 
E /) vom Anfangswerte zurickgegangen. 


3 Versuch 7. 5,00 ¢ entdlten Samen (mit 56,0 Ph. L.-E.) schiittelte 
ciné  man 1 Stunde mit 50 cem Wasser und isolierte den unldslichen Anteil 








die _ nach dem Absaugen und Nachwaschen mit 50 cem H,O in feuchter Form 
lich FE (02); 0,350 g von diesem bewirkten 7,7 °/, Spaltung (Riibél), entspr. 
— ¥ 0,85 Ph. L.-E. in der Probe und 17 Ph. L.-E. insgesamt. Die EinbuBe 
se 3 an Aktivitit belief sich auf 70 °/,. 
. Kin Vergleich der Versuche % ergibt, dab die Enzym- 
“oe a erstorung nicht allein durch die Wassereinwirkung bedingt 
‘den SS daB sie vielmehr durch die darauffolgende Trocknung, sei 
| es mit an sich indifferenten Liésungsmitteln, sei es im Exsiccator, 
' noch vervollstindigt wird. Die Zerstérung der lipatischen 
_ Aktivitit nimmt mit der Dauer der Wassereinwirkung zu; 
904), ES bei Gegenwart von Saiure und noch mehr bei der fir die 
sai a Lipasewirkung optimalen Aciditit erscheint sie indessen ab- 


. geschwicht. Die nachstehenden Versuche sollen dies belegen: 
Versuch 8. 0,250 g entélten Samen (mit 2,35 Ph. L.-E.) schiittelte 








und — ™an 30 Minuten mit 1,0 cem Wasser; die Suspension bewirkte dann 
noch 9,0°/, Spaltung (Riibél), entspr. 1,00 Ph. L.-E.; der Riickgang der 
Aktivitit betrag 57 °/). 
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Versuch 9. 3,0 g entéltes Samenpulver (mit 33,6 Ph. L.-E.) stellten 
wir 3 Tage unter einer Glasglocke tiber Wasser auf, wobei ihr Gewicht 
auf 3,8 g stieg. 0,350 g des feuchten Materials bewirkten 4,1 °/, Spal- 
tung (Riibél), entspr. 0,45 Ph. L.-E. in der Analysenprobe und 4,95 
Ph. L.-E. insgesamt; es war also ein Riickgang von 85 °/, der Lipase- 
wirkung eingetreten. 

Versuch 10. 0,250 g entélten Samen (2,35 Ph. L.-E.) schiittelte 
man a) mit 2,0ccem Thymolwasser, b) mit 1,0 cem Thymolwasser -}- 1,00 
ecm 0,5 n-Acetatpuffer von py = 4,7 wihrend 48 Stunden; sie bewirkten 
dann noch a) 2,4, b) 10,0°/) Spaltung (Riib6él), entspr. a) 0,25 und 
b) 1,10 Ph. L.-E. Der Aktivitiitsverlust belief sich auf a) 89, b) 53°). 

Versuch 11. 1,00 g entélten Samen (11,2 Ph. L.-E.) schiittelte 
man 20 Minuten lang mit 25 cem a) 0,5 n-, b) 0,1 n-Essigsaure und 
trocknete den Riickstand nach dem Abschleudern in der Zentrifuge mit 
Aceton und Ather; er betrug je 0,50 g. 

0,125 g desselben bewirkten a) 7,0, b) 3,2°/) Spaltung (Tran), entspr. 
a) 0,95 und b) 0,45 Ph. L.-E. und einer AktivititseinbuBe von a) 66, 
b) 84 °/o. 

Nach der Einwirkung verdiinnten Alkalis, z. B. von 0,1 n- 
Barytlésung, erwiesen sich Riickstand wie Auszug hingegen 
vollig wirkungslos. 

Eine Erklarung fiir die zerstérende Wirkung des Wassers 
auf das fettfreie Knzym finden wir in der Annahme, daB mit 
der Wasseraufnahme eine Verainderung im Kolloidzustande 
des Enzymkomplexes verbunden ist, von dem nach unseren 
Erfahrungen die Wirkung der Phytolipase weitgehend abhingt; 
in Gegenwart von Fett bleibt das Enzym in diesem vor der 
Formanderung bewahrt.') Auch die bei saurer Reaktion er- 
folgende Aufladung bewirkt eine gewisse Resistenz gegeniiber 


der EKinwirkung des Wassers. 


2. Uber die Darstellung und Trocknung von Enzym-Sahue. 


a) Verfahren der Darstellung von Enzym-Sahne. 


Die Empfindlichkeit der Ricinuslipase in fettfreier Form 
gegeniiber wiBrigen Reagenzien zeigt zur Geniige, daB sich 
entélte Enzympriparate nicht mit Aussicht auf Erfolg als 





1) Es ist daher bei der Ausfiihrung lipatischer Messungen darauf 
zu achten, daB die Enzympriparate vor der Zugabe von Wasser gut in 
dem als Substrat dienenden 01 verteilt werden miissen. 
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Ausgangsmaterial fiir die Durchfihrung von Reinigungsope- 
rationen verwenden lassen. Fiir diesen Zweck kann nur ein 
Verfahren ernsthaft in Betracht kommen, das die Lipase bei 
der Einwirkung waBriger Mittel in Berithrung mit Fett belaBt. 
Ein solches Verfahren finden wir im Prinzip bei der Be- 
reitung ,gesauerter Enzym-Sahne“ nach E. Hoyer?) beschrieben: 
Roher oder geschalter Ricinussamen wird mit Wasser fein 
yermahlen und die gebildete Samenmilch nach dem Abschleudern 
unwirksamer Bestandteile an einem warmen Orte der Sauerung 
iiberlassen, wobei sich nach Verlauf von 1—2 Tagen an ihrer 
Oberfliche eine gut abschépfbare, fettsiurehaltige Sahne von 
hedeutender lipatischer Aktivitit absetzt. 

Dieses Hoyer sche Verfahren birgt indessen fiir den Zweck 
einer praparativen Untersuchung noch gewisse Nachteile. Infolge 
der Wirkung der wasserléslichen Samenprotease wird nimlich 
die Lipase, wie wir spiater beschreiben werden, weitgehend 
verindert, sowohl in bezug auf ihre Wirkungsbedingungen wie 
hinsichtlich ihrer Aktivitait, ihre quantitative Bestimmung wird 
gestért; zugleich werden die das Enzym begleitenden Samen- 
proteine teilweise abgebaut und ihre Identifizierung erschwert. 
Diese Nachteile vermeidet das von uns angewandte Verfahren 


' der Sahnebereitung; es beruht auf rascher Abtrennung un- 
| gesiuerter Sahne aus frisch bereiteter Samenmilch in der 
| Zentrifuge bei héherer Tourenzahl. Wir beschreiben es nach- 
| stehend an einem Beispiel: 


20 g geschilte Ricinusbohnen (enth. 150 Ph. L.-E.) zerrieben wir 


| in der Reibschale zu einer ziihen Paste und fiigten sodann unter stindigem 
_ innigem Verreiben allmihlich 140 cem Wasser in Portionen von 5—10 ecm 
hinzu. Die gebildete Samenmilch zentrifugierte man 15 Minuten lang 
| bei etwa 3000 Umdrehungen; dabei bildeten sich 3 Schichten: eine 


obere, ziemlich kompakte Sahne iiber einer fast klaren wiBrigen Lésung 


und zu unterst ein fester Bodensatz, dessen obere Schichten indes noch 
| eine deutlich erkennbare Beimischung von rahmartiger Substanz ent- 


hielten. Nach dem Abschépfen der Sahne und AbgieBen der wiiBrigen 
Plissigkeit unterwarfea wir denselben daher nach Verreiben mit wieder 


| 140 cem Wasser einer erneuten Fraktionierung mittels der Zentrifuge 
| und gewannen so eine weitere geringe Menge Sahne, die wir mit der 


') Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar S. 430 (1906/07). 
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Hauptmenge vereinigten. Die gesamte Ausbeute betrug 18 ¢ nebep 
46 ¢ noch feuchtem Bodensatz. 

0,621 g der Sahne bewirkten 32,0°/) Spaltung (Mohnél), entspr. 
4,65 Ph. L.-E. 

1,587 g vom Bodensatz bewirkten 2,5 °/, Spaltung (Mohn6l), entspr, 
0,35 Ph. L.-E. 

Die Ausbeute betrug demnach im ganzen 134,8 Ph. L.-E., dj 
90°), in der Sahne und 10,i Ph. L.-E., d.i. 7°/) im Bodensatz. 

Bei langerer Aufbewahrung erleidet die Sahne merkliche 
Veranderungen: sie wird nach 1- bis 2tagigem Stehen bei 
Zimmertemperatur infolge der Bildung von Fettsiiure sauer 
und dabei diinnfliissig und nimmt bald einen iiblen, kisiger 
Gseruch an; ihre lipatische Aktivitit erfihrt dabei jedoch keine 
meBbare EinbuBe. 


b) Die Gewinnung aktiver Trockenpriparate 

aus Enzym-Sahne. 

Bei der Trocknung und Entfettung gesiuerter Knzymsahne 
mit organischen Solvenzien beobachtete E. Hoyer?)  stet 
groBe Verluste an enzymatischer Aktivitaét. Auch D. E. Haley 
und J. F. Lyman?) konnten aus Hoyerscher Sahne nw 
schwach wirksame Trockenriickstiinde gewinnen; sie verwarte1 
daher, ohne die lipatische Wirkung der Sahne selbst zu priifeu, 
die Anwendung dieser Methode zur Reinigung des Enzyms 
Die Befunde dieser Forscher finden wir auch fiir die Trocknung 
frischer, ungesiuerter Sahne mit indifferenten Loésungsmittel 
bestitigt; als solche gelangten CCl,-Alkohol-Ather, CCl,-Acetor: 
Ather sowie Aceton allein zur Anwendung. In allen Filla 
erhielten wir eine geringe Menge feinen, farblosen Pulvers 
das sich als lipatisch nahezu unwirksam erwies; die Ausbeute 
an Trockensubstanz bewegte sich zwischen 1,3 und 2°/, vom 
rohen Samen. 

Versuch 1. 30g einer frisech dargestellten Sahne aus 43 g Rob- 
samen, enthaltend 212,5 Ph. L.-E. (0,600 g: 30,0 °/) Spaltung (Tran): 
4,25 Ph. L.-E.), schiittelten wir mit 50 cem CCl, durch, verdiinnten dit 


gebildete Emulsion mit dem 5 fachen Volumen Ather und schleuderte! 
den ungeldsten Riickstand mittels der Zentrifuge ab; er wurde darat! 





') Diese Zs. Bd. 50, 8. 414 und zwar S. 435 (1906/07). 
*) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 43, S. 2664 (1921). 
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im Zentrifugenglase je 2 mal mit Alkohol und Ather gewaschen und im 


| Exsiceator getrocknet und betrug dann 0,64 g, entspr. 1,5°/, vom Rohsamen. 


0,032 g des Trockenpulvers bewirkten in 20 Minuten keine meBbare, 
in 4 Tagen 16,9°/, Spaltung von 2,50 g Tran. 
Versuch 2. 10,6 g einer anderen Sahne (aus 13 g rohem Samen) 


| wurden mit 35 eem CCl, geschiittelt, hierauf mit 175 cem Ather verdiinnt 


und zentrifugiert; den Bodensatz in den Zentrifugenglisern wusch man 


| mit Aceton und Ather und gewann so 0,22 g Trockenpulver, entspr. 
+ 15°/, des Rohsamens. 


0,035 g bewirkten in 20 Minuten nur 0,6°/, Spaltung von 5,00 g Tran. 

Versuch 3. 10,6 g der Sahne von Versuch 2 wurden in der gleichen 
Weise wie dort mit Aceton allein auf Trockensubstanz verarbeitet: die 
erhaltenen 0,20 g waren lipatisch véllig unwirksam. 

Die Ursache fiir die bei der Sahnetrocknung eintretende 


Vernichtung der lipatischen Aktivitit erblicken wir in einer 


'durch Dehydratisierung hervorgerufenen groben Verinderung 
ides fiir die Enzymwirkung geeigneten Kolloidzustandes ent- 


weder der Lipase selbst oder ihres Trigers; es handelt sich 
hier offenbar in verstiirktem MaBe um eine ihnliche Erscheinung, 
wie sie bei der Entélung des Samens oder bei der Wasser- 


einwirkung auf fettfreies Enzym beobachtet war. 


Ks gelang, die Empfindlichkeit des Enzyms gegeniiber 


'der Trocknung etwas zu vermindern, wenn man die fetthaltigen 
Bohnen vor Bereitung der Sahne einer lingeren Dialyse unter- 


warf; in diesem Falle besa& das Trockenpriparat der Sahne 
noch eine geringe Aktivitait. Gleichzeitig war der Gehalt der 
Sahne an T'rockensubstanz etwas erhéht, verglichen mit ge- 
wohnlicher Sahne, namlich in 2 Beispielen auf 2,4 und 2,6 °/, 
vom rohen Samen. 

Versuch 4. 10,0 g geschilte Bohnen wurden mit dem Mikrotom zu 
diinnen Scheibehen zerschnitten und 48 Stunden lang in flieBendem Leitungs- 
wasser gehalten, dann sammelte man die Schnitzel auf dem Filter und 
trocknete sie im Exsiceator; nach der Trocknung verrieb man sie in 
der Reibschale mit insgesamt 140 eem Wasser und gewann aus der 
entstandenen Samenmilch mittels der Zentrifuge 8,15 g Sahne mit 44,2 
Ph. L.-E. (0,553 g: 22,7°/, Spaltung (Olivenél): 3,0 Ph. L.-E.). 

6,80 g der Sahne (enth. 37,0 Ph. L.-E.) lieferten nach der Entfettung 
und Trocknung mit CCl,-Alkohol-Ather 0,220 g Riickstand, entspr. 2,6°/,, 
bez. auf rohen Samen; 0,0179 g desselben spalteten 2,50 g Olivenél a) in 
*) Minuten zu 2,0, b) in 24 Stunden zu 29,5°/,, entspr. 0,25 Ph. L.-E. 
in der Probe und 3,0 Ph. L.-E. in der ganzen Menge des Riickstands. 
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Versuch 5. 50,0 g geschiilte Ricinusbohnen dialysierte man 7 Tage 
lang unzerschnitten in flieBendem Leitungswasser und trocknete sie 
darauf 24 Stunden im Exsicecator; sie wogen dann 50,0g. Aus 10,0¢ 
derselben erhielt man durch Emulgieren mit Wasser und Abschleudern ix 
der Zentrifuge 8,10 g Sahne mit 56,7 Ph. L.-E. (0,550 g: 27,8°/, Spaltung 
(Olivenél): 3,85 Ph. L.-E.). 

7,40 g der Sahne wurden mit CCl,-Alkohol-Ather entfettet und ge. 
trocknet; es hinterblieben dann 0,207 g Trockenpulver, entspr. 2,4°/, vom 
Gewichte des rohen Samens. 

0,0154 g spalteten 2,50 g Olivenél in 24 Stunden zu 31,2°/). 

Vielleicht besteht ein gewisser Zusammenhang zwischen 
der geringeren Schidigung des Enzyms bei der Trocknung und 
der Zunahme der Trockensubstanz in der Sahne; neu _hinzv- 
gekommene oder in ihren Kolloideigenschaften wihrend de 
Dialyse veranderte Begleitstoffe kénnten eine gewisse Schutv- 
wirkung auf die Lipase ausiiben. 

In der Tat gelingt es, die Bestiindigkeit des Enzyms be 
der Trocknung der Sahne durch Anwendung von Verdiinnungs- 
und Adsorptionsmitteln betriachtlich zu steigern. So vermischte 
man beispielsweise die Sahne mit einer reichlichen Menge 
Kieselgur, trocknete die Paste im Exsiccator und entdlte sie 
dann mit organischen Solvenzien.") 

Versuch 6. 10,0 g einer Sahne mit 53,0 Ph. L.-E. (0,783 g: 29,6° 
Spaltung (Olivenél): 4,15 Ph. L.-E.) wurden in der Reibschale mit 3,33 g 
gegliihtem Kieselgur verrieben, im Exsiccator zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und sodann mit CCl, und Ather entfettet; es verblieben 3,76 ¢ 
trockener Riickstand. 

0,294 g von diesem bewirkten 12,8°/, Spaltung (Olivenél), entspr 
1,70 Ph. L.-E. in der Analysenprobe und 21,7 Ph. L.-E. insgesamt; die 
Ausbeute an aktivem Enzym betrug also 40°/). 

Versuch 7. 10,0 g einer Sahne mit 64 Ph. L.-E. (0,720 g: 31,8") 
Spaltung (Olivendl): 4,60 Ph. L.-E.) vermischte man mit 10,0 g Kieselgu: 
und trocknete das Gemisch wie im vorhergehenden Versuche. Die Aus- 
beute betrug 10,305 g Trockenriickstand mit 12,6 Ph. L.-E. (0,814 ¢: 
7,6°/) Spaltung (Olivenél): 1,00 Ph. L.-E.), entspr. 20°/, vom Enzyn- 
gehalt der Sahne. 

Ersetzt man das gelindere Verfahren der Trocknung der 


Sahnenpaste im LExsiccator durch das energischere eine 





') Das Verfahren wurde durch Patent geschiitzt: D. R. P. 316504 
und 317503. 
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Trocknung mit Loésungsmitteln, z. B. mit Aceton, so sinkt die 
Ausbeute an aktivem Enzym; es bleibt dabei fiir das Ergebnis 
belanglos, ob man die mit Kieselgur verdiinnte Sahne mit 
dem Lésungsmittel behandelt oder ob man umgekehrt zuerst 
das Enzym in Aceton suspendiert, um es dann daraus mit dem 
Gur zu sammeln. 


Versuch 8. 10,0 g der in Versuch 7 verwandten Sahne (mit 64 
Ph. L.-E.) wurden a) mit 3,33 g Kieselgur verrieben und mit 100 ccm 
Aceton geschiittelt, b) in 100 ecm Aceton verteilt und mit 3,33 g Kiesel- 
gur aufgenommen; darauf filtrierte man und trocknete das Priiparat 
nach dem Waschen mit Aceton und Ather im Exsiccator: die Ausbeute 
bestand in a) und b) 3,50 g Trockensubstanz. 


_ 


0,2765 g von dieser bewirkten a) 7,2 und b) 6,8°/, Spaltung (Oliven- 
él), entspr. a) 0,95 und b) 0,90 Ph. L.-E. in der Analysenprobe; demnach 
betrug die AktivitiitseinbuBe a) 81, b) 82°/5. 

Versuch 9. 10,0 g der niimlichen Sahne schiittelte ian mit einer 
Aufschlimmung von 1,61 g Kieselgur in 25 eem Aceton und wusch das 
abgesaugte Adsorbat auf der Nutsche mit Aceton und Ather; es hinter- 
blieben 1,797 g trockne Substanz mit 15,5 Ph. L.-E. (0,1219 g: 8,0°/, 
Spaltung (Olivendél): 1,05 Ph. L.-E.); die lipatische Aktivitit war also 
auf 24°/, des Wertes der Sahne gesunken. 


Die so erhaltenen Gurpriparate k6nnen auch zur Auf- 
nahme weiterer Mengen frischer Sahne dienen, indessen geht 


' dabei, wie sich aus Versuch 10 ergibt, die Gesamtausbeute 
} an aktivem Enzym bestiindig zuriick. 


Versuch 10. 11,5 g einer Sahne mit 60,6 Ph. L.-E. (0,740 g: 28,0°/, 


| Spaltung (Olivenél): 3,90 Ph. L.-E.) wurden nach dem Vermischen mit 
«3,33 g Kieselgur mit 50 cem Aceton geschiittelt; der auf dem Filter ge- 
' sammelte und mit Aceton und Ather gewaschene Riickstand betrug 
; 003 g mit im ganzen noch 13,3 Ph. L.-E. (0,2377 g: 6,8°/, Spaltung 
| (Olivendl): 0,90 Ph. L.-E.). 


3,256 @ dieses Priparates (enth. 12,3 Ph. L.-E.) wurden mit weiteren 


| 11,5 g der Sahne verrieben und wie oben behandelt; man erhielt so 
| 5,005 g Trockenriickstand mit einem Gehalte von 17,7 Ph. L.-E. (0,1189 g: 
| 46°/, Spaltung (Olivendl): 0,60 Ph. L.-E.); der Zuwachs an Aktivitiit 
entsprach also nur 5,4 Ph. L.-E. 


3,386 g des 2 fach beladenen Priparates (enth. 17,0 Ph. L.-E,) 


vermischte man nochmals mit 11,5 g derselben Sahne und gewann auf 
| die nimliche Weise 3,558 g Trockensubstanz; diese enthielten noch 20,2 
| Ph. L.-E. (0,0792 g: 3,4°/, Spaltung (Olivendl): 0,45 Ph. L.-E.), es waren 
also diesmal nur noch 3,2 Ph. L.-E. neu aufgenommen. 
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Praparate von &hnlichem Wirkungsvermégen lassen sich; 
nach dem oben beschriebenen Verfahren auch unmittelbar aus 
der milchigen Samenemulsion erhalten, allein die Menge der 
aufgenommenen Trockensubstanz ist in diesem Falle viel gréBer. 

Versuch 11. 8,0 g geschilte Bohnen (enth. 60,0 Ph. L.-E.) verrieb 
man mit 140 cem Wasser zur Emulsion und zentrifugierte diese 5 Minuten 
lang bei 800 Umdrehungen; die vom Bodensatz abgegossene Samenmileh 
saugte man nach dem Schiitteln mit 7,0 g Kieselgur durch die Nutsche 
und wusch den Filterriickstand mehrmals mit Aceton und Ather; er 
betrug dann 8,251 g. 

0,6966 g desselben bewirkten 8,1°/) Spaltung (Olivenél); die Ana- 
lysenprobe enthielt demnach 1,10 und der gesamte Filterriickstand 
13,0 Ph. L.-E., entspr. einer Ausbeute von 22°/, der angewandten 
Enzymmenge. 

Das Verfahren der Sammlung des Knzyms aus Suspensionen 
mit Hilfe eines Adsorptionsmittels liBt sich mit Erfolg auch 
auf die von M. Nicloux!) ausgearbeitete und von EK. Hoyer’ 
modifizierte Methode zur Anreicherung der Lipase iibertragen, 
die auf der Aufschlimmung des fetthaltigen Samens mit Ol 
baw. Ollésungsmitteln und darauffolgender Fraktionierung der 
Samenbestandteile nach ihrem spezifischen Gewicht beruht: 
die Lipase findet sich dann in den spezifisch leichtesten Sus- 
pensionsschichten angereichert, aus denen ihre Isolierung sich 
mittels Kieselgur unschwer bewerkstelligen laBt. Auf diese 
Weise vermeidet man auch einen gréSeren Verbrauch an 
Lésungsmitteln, der der Einfiihrung des Niclouxschen Ver- 
fahrens in die Technik hauptsichlich im Wege stand; auBerdem 
kann dabei das zur Aufschlammung verwandte Ol fast verlust- 
los wiedergewonnen werden und von neuem zur Anwendung 
gelangen. Nach unseren Erfahrungen liefert die urspriingliche 
Nicloux sche Methode der Fraktionierung mit Ol bessere und 
gleichmiiBigere Ausbeuten an Enzym als die Anwendung der 
von Hover empfohlenen Lésungsmittelgemische; wir fiihren 
nachstehend einige Beispiele dafiir an. 

Versuch 12. 20,0 geschilter Samen (enth. 150 Ph. L.-E.) wurden 
in der Reibschale zur Paste zerrieben und mit a) 80, b) 70 cem einer 





') Contribution a Jlétude de la saponification des corps gras, 
Paris 1906. 
*) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar S. 423 (1906/07). 
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Mischung von Chloroform und Ather vom spez. Gew. 1,22 angeteigt; die 
erhaltene Suspension go8 man durch ein grobes Sieb und wusch den 
Siebriickstand mit a) 120 und b) 30 cem Lésungsmittelgemisch nach. 
Nach 18 stiindigem Stehen wurde dann die gesiebte Suspension vom 
abgesetzten Bodensatz durch Dekantieren getrennt, mit 1,07 g Kieselgur 
durchgeschiittelt und filtriert; man erhielt so a) 1,474, b) 1,548 g mit 
(ther gewaschenen Trockenriickstand. 

a) 0,050 g bewirkten 1,4°/, Spaltung (Olivendl). 

b) 0,0525 g bewirkten 15,0°/, Spaltung (Olivendl). 

Fiir die Analysenprobe ergibt sich also ein Gehalt von a) 0,20, 
b) 2,00, fiir die gesamte Menge des Priiparates ein solcher von a) 5,9 
und b) 59 Ph. L.-E., entspr. einer Ausbeute von a) 4, b) 40°/). 

Versuch 13. 20,0 g geschiilten Samen (mit 150 Ph. L.-E.) verrieb 
man wie oben und teigte die Paste mit 70 cem einer Chloroform- 
Athermischung vom spez. Gew. 1,38 an, um sie nach dem Sieben noch 
durch Waschen des Siebriickstands mit 30 cem vom gleichen Lésungs- 
mittelgemisch zu verdiinnen. Man sammelte nach 18 Stunden die vom 
Bodensatz getrennte Suspension durch 1,61 g Kieselgur und trocknete 
dieses nach dem Absaugen und mehrmaligen Waschen mit Ather im 
Exsiccator; es wog dann a) 2,304, b) 2,029 g. 

a) 0,0782 g bewirkten 17,5°/, Spaltung (Olivendl). 

b) 0,0839 g bewirkten 16,4°/, Spalcung (Olivend)). 

Die Analysenprobe enthielt demnach a) 2,30, b) 2,20 und das ge- 
samte Praparat 67,8 bzw. 53,2 Ph. L.-E., entspr. einer Enzymausbeute 
von 45 und 35 /). 

Versuch 14. 40,0 g geschiilter Samen (mit 300 Ph. L.-E.) wurden 
in der Reibschale mit 75 g Mohnél innig verrieben, durch ein grobes 
Sieb filtriert und mit 25 g Mohnél nachgewaschen; sodann zentrifugierte 
man die Olsuspension 30 Minuten lang bei 800 Umdrehungen und gof 
las noch stark getriibte Ol vom Bodensatze ab. 

a) Das in Ol suspendierte Enzym wurde durch Schiitteln mit 2,14 g 
Kieselgur aufgenommen, das Adsorbat nach dem Absaugen und Waschen 
wit Ather getrocknet; es betrug 5,58 g. 0,1052 g desselben bewirkten 
27,1°/, Spaltung (Olivenél), entsprechend 3,75 Ph. L.-E. in der Probe und 
199 Ph. L.-E. insgesamt und einer Ausbeute von 66°/,. 

b) Man sammelte die Lipase aus der Olsuspension mit 2,00 g Kiesel- 
sur und trocknete diese, wie unter a) beschrieben; sie betrugen dann 
736 g. Den in den Zentrifugengliisern verbliebenen Bodensatz schlimmte 
ian mit weiteren 70 g Mohn6l auf und gewann daraus durch Zentrifu- 
sieren und Anschiitteln mit 1,00 g Kieselgur wie zuvor eine zweite Enzym- 
‘raktion, deren Trockengewicht 1,697 g betrug. 

) 0,0852 g der 1. Fraktion bewirkten 24,5°/, Spaltung (Olivend6l). 

3) 0,0305 g der 2. Fraktion bewirkten 1,6°/) Spaltung (Olivendl). 

Somit war der Gehalt der Analysenprobe «) 3,30 und 8) 0,20 
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Ph. L.-E. und der der ganzen Fraktion «) 183 und #) 11,1 Ph. L.-E. entsp; 
einer Gesamtausbeute von 194,1 Ph. L.-E. oder 65°/,. 

Wie die bisher mitgeteilten Versuche erweisen, gelingt es 
mit Hilfe von Verdiinnungsmitteln, unter teilweiser Erhaltung 
der lipatischen Aktivitit zu gereinigten Trockenpriparaten zu 
gelangen. Allein in priparativer Hinsicht erscheinen solche 
in der Hauptsache aus unldéslicher anorganischer Substanz be. 
stehende Adsorbate wenig geeignet, zumal die Lipase sich 
ihnen infolge ihrer Unléslichkeit nicht wieder entziehen litt: 
auch sind, vor allem bei der Verarbeitung wasserhaltige: 
Enzym-Sahnen, die beobachteten Aktivitiitsverluste noch zu be- 
deutend. 

Die zur Uberfithrung der Sahne in wirksame Trockenforn 
angestellten Versuche fiihrten zu einem weiteren Verfahrei, 
dem die direkte Trocknung der Sahne an der Luft ohne Zu- 
hilfenahme von verdiinnenden Mitteln zugrunde liegt. Eine 
Trocknung im Exsiccator wiirde sich im vorliegenden Fall zu 
umstindlich und zu zeitraubend gestalten, da die Sahne in- 
folge ihres innigen Kmulgierungszustandes einen grofen Teil 
ihres Wassers nur langsam abgibt und ihre Entwiisserung 
daher eine stindige Riihrung und Durchmischung erfordert. 
Diese erreichen wir, indem wir die Sahne in diinner Schichi 
einem starken dariiberhinstreichenden, zweckmaBig etwas an- 
gewarmten Luftstrom aussetzen, z. B. in einem Trockenapparat 
nach Faust-Heim. Unter diesen Bedingungen laBt sich der 
Sahne im Verlauf weniger Stunden ihr gesamtes Emulsions: 
wasser entziehen, wie aus dem nachstehend mitgeteilten Ver- 
such hervorgeht; dabei nimmt sie das Aussehen einer miibig 
getriibten dligen Fliissigkeit an. 


Versuch 15. 11,2 g einer Sahne trocknete man zur Bestimmung 
ihres Wassergehaltes im Luftstrom bei 95° zur Konstanz; die Gewicht: 
abnahme betrug dann 3,9 g entsprechend 35°/, des Anfangsgewichts. 

10,1 g derselben Sahne wurden im Faust-Heimschen Appar 
zuniichst in einem schwachen Luftstrom von 40°, darauf nach 4 Stunden 
in einem stiirkeren Strom von 35° getrocknet; die Gewichtsabnahme 
war nach 10'/, Stunden beendet und betrug 3,5 g entsprechend eben 
falls 35°/,. 

Bei diesem Trocknungsverfahren bleiben die Verluste a 
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enzymatischer Aktivitét verhiltnismaBig gering, sie schwanken 
in den untersuchten Beispielen zwischen 0 und 18°/,; die 
folgende Tabelle 11 bietet eine Ubersicht tiber die Versuchs- 
ergebnisse. 

Tabelle 11. 


Trocknung von Sahne im Luftstrom. 





























Art des Luftstroms Ph. L.-E. Aktivi- ila 
ee ———— a a 

Stirke | Somp. _ Pn ee = = 9/ 
g lo lo 
schwach 40° 10,5 72,6 60,1 17 35 
stark 35 5 29,5 27,0 9 38 
stark 35 2 66,3 66,3 0 30 
stark 35 48 66,3 55,9 16 35 
stark 35 2 106 | 106 0 30 














Wie die Tabelle zeigt, empfiehlt es sich zur tunlichsten 
Vermeidung von Enzymverlusten die Trocknungsoperation nicht 
bis zur Erreichung der Gewichtskonstanz auszudehnen, sondern 
sie nach einer Gewichtsabnahme von etwa 30°/, abzubrechen; 
in diesem Falle ist eine meBbare AktivitiitseinbuBe nicht zu 
bemerken. 

Auch in dieser entwisserten Form zeigt die Lipase noch 
betrichtliche Empfindlichkeit gegeniiber der Kinwirkung von 
Ollésungsmitteln. Verdiinnt man eine solche getrocknete Sahne 
:.B, mit Ather und isoliert dann das Enzym nach dem Waschen 
mit Ather in trockener Form, so findet man fiir die Aktivitiit 
des Trockenpulvers kaum mehr als 20°/, von der der Trocken- 
sahne. Auch der Versuch einer allmihlicheren Einfiihrung des 
Lisungsmittels durch Zwischenschaltung von Ol—Athergemischen 
oder von Paraffin fiihrte zu keinem anderen Ergebnis; die Ver- 
dringung des Ols durch das ihm nahestehende viscose Paraffin 
wurde noch leidlich vertragen, hingegen bedingte der Ubergang 
zu dem leicht beweglichen, diinnfliissigen Ather einen bedeuten- 
den Aktivitatsabfall, offenbar infolge einer Veriinderung des 
‘ir die enzymatische Wirkung erforderlichen Kolloidzustandes. 
Wir stellen die Versuchsergebnisse in der folgenden Tabelle 12 
cusammen. 


in” 
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Tabelle 12. 


Rasche Entélung von Trockensahne. 














Ph. L.-E. Aktivi 

Verdiinnungsmittel a1 oe : ih 
der Einwirkung * 
Oe nce eee 26,9 26,7 0 
i ee oe a ek 26,9 24,4 9 
Ather n. Paraffin n. Ol. 2. 2. 2... 26,9 8,2 70 
Ather n. 10-. 20-, 40- u. 80 proz. Ather-Ol 36,3 8,0 78 
ee ee ee ee 36,3 8,0 78 





Nur bei ganz allmihlicher Einwirkung des Athers au! 
die Trockensahne gelingt es, die enzymatische Wirkung in 
geniigendem Mafe zu erhalten. Zu diesem Zwecke beliet 
man die Enzym-Olsuspension lingere Zeit unter einer ge- 
riumigen Glasglocke in einer Atheratmosphire, dann vollzog 
sich die Verdiinnung durch das Lésungsmittel nur langsam 
und unter weitgehender Schonung des Enzyms; je allmihlicher 
die Kinwirkung des Athers verlief, um so geringer war dic 
gemessene Abnahme an Aktivitaét, sie betrug bei dem besten 
nach diesem Verfahren erhaltenen Trockenpriparate nur noch 
27°/.. Tabelle 13 veranschaulicht die gewonnenen Resultate 


Tabelle 13. 


Langsame Entélung von Trockensahne. 








. at Ph, L.-E. Aktivi 

Ather- : Kinw. tits- 

c Glasglocke Zeit : l ; 

oberfliiche Stdn vor , nach verlust 

der Einwirkung *, 
groB klein 12 $25 | 18,0 60 
groB klein 12 28,2 | 12,4 56 
groB groB 24 $885 (| 1838 ° 45 
klein groB 88 40,0 | 21,9 4D 
klein groB 136 41,0 | 22,1 46 
steigend groB 36 82,0 59,8 27 














Weit energischer verliuft die Verdiinnung mit Aceton, 
auch bei allmahlicher Einwirkung dieses Mittels tritt nahezu 
vollige Vernichtung der lipatischen Wirkung ein; sie wird 
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durch den viel starkeren dehydratisierenden und formveraindern- 
den EinfluB des Acetons erklirt. 


Versuch 16. 3,60 g Trockensahne mit 42,5 Ph. L.-E. (0,2372 g: 
21,0°/) Spalt. (Mohn6l): 2,80 Ph. L.-E.) wurden 16 Stunden unter einer 
kleinen Glasglocke tiber einer Schale mit Aceton aufgestellt; dann ver- 
diinnte man weiter mit Aceton und trocknete die mittels der Zentrifuge 
abgeschleuderte enzymatische Substanz nach dem Waschen mit Aceton 
im Exsieeator; sie betrug 0,30 g. 

0,023 g von dieser bewirkten 0,7°/, Spalt. (Mohn6l); dies entspricht 
einem Gehalte der Analysenprobe von 0,10 Ph. L.-E. und 1,30 Ph. L.-E. 
insgesamt; der eingetretene Aktivititsverlust betrug 97°/). 


Nachstehend beschlieBen wir die Besprechung der Sahne- 
trocknung mit der Anfiihrung eines Beispiels, das neben einer 
Beschreibung des als geeignet befundenen Verfahrens den 
erreichten enzymatischen Reinheitsgrad veranschaulicht; er ist 
sekennzeichnet durch den Ph. L.-W. 1,2 und betriagt also das 


\6fache von der Konzentration der Lipase im _ geschilten 
Samen (Ph. L.-W. 0,075). 


Beispiel fiir die Trocknung von Sahne. 

15,0 g einer Sahne mit einem Gehalt von 106 Ph. L.-E. (0,552 g: 
28,2°/, Spalt. (Olivendl): 3,90 Ph.-L.-E.) wurden auf einer Glasplatte 
ausgebreitet und in einem raschen Luftstrom von 35—36° im Faust- 
Heimsehen Apparat wihrend 2 Stunden getrocknet; die erhaltene dlige 
Suspension wog noch 10,5 g. 

0,386 g von dieser bewirkten 28,0°/, Spalt. (Olivendl), entspr. 
3,90 Ph. L. E.; die Gesamtausbeute in der Trockensahne betrug also 
106 Ph. L.-E. oder 100°/,. 

10,0 g der getrockneten Sahne (mit 101 Ph. L.-E.) stellte man darauf 
in einer Schale unter einer geriumigen Glasglocke 36 Stunden iiber Ather 
von allmiihlich steigender Oberfliche auf und verdiinnte sie dann noch 
init 100 cem Ather; das mittels der Zentrifuge abgeschleuderte Enzym 
wusch man im Zentrifugenglase noch dreimal mit 30 cem Ather und 
trocknete es im Exsiceator; es betrug 0,60 g. 

0,023 g¢ desselben bewirkten 20,6°/, Spalt. (Olivenél), entspr. einem 
Gehalt von 2,75 Ph. L.-E. in der Analysenprobe und dem Ph. L.-W. 1,2. 

Die gesamte Ausbeute belief sich auf 71,7 Ph. L.-E,, entsprechend 
<1°/, von der Aktivitét der angewandten Trockensahne. 


8. Uber die Reinigung der Lipase in der Sahne. 


Die groBe Empfindlichkeit der Ricinuslipase gegeniiber 
Wasser und wiBrigen Reagenzien verbietet die Verwendung 


34 
2 
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fettfreier Trockenpriiparate fiir die Zwecke einer priiparativen 
Reinigung; als geeignetes Ausgangsmaterial hierfiir erscheint 
die im vorigen Abschnitt beschriebene fetthaltige Sahne, zuma! 
die dort mitgeteilten Versuche zu einem gangbaren Ver- 
fahren fiir die Gewinnung aktiver Trockenpriparate gefiihrt 
haben. 

Infolge der Unldéslichkeit der pflanzlichen Lipase kommen 
fiir ihre Reinigung eine Reihe von Verfahren nicht in Betracht, 
so vor allem die Adsorptions- und Elutionsmethoden, die fiir 
die Anreicherung z. B. der pankreatischen Lipase und viele: 
anderer Enzyme’) gute Dienste geleistet haben; man muB sich 
im vorliegenden Falle daraut beschrinken, die enzymatischie 
Konzentration durch Weglésen von Begleitstoffen, so vor allem 
von beigemengten Samenproteinen, méglichst zu steigern. Als 
geeignetstes Mittel hierfiir erschien die Einwirkung verdiinnten 
Alkalis und verdiinnter Saure, sowie von Salzlésungen auf die 
Sahne. 

Wir geben die in dieser Richtung angestellten Versuche 
im folgenden zunichst tabellarisch wieder, um dann eine Er- 
érterung der Ergebnisse daran anzuschlieBen. Die Ausfiihrung 
der Versuche gestaltete sich so, daB man die frisch bereitete 
Sahne z. B. in einer Flasche eine bestimmte Zeit mit dem 
Reagens durchschiittelte; dann trennte man sie mittels de: 
Zentrifuge wieder ab, wusch sie auf die gleiche Weise mit 
Wasser nach und brachte sie alsbald zur Bestimmung. Die 
in der Tabelle 14 mitgeteilten Werte fiir die enzymatische 
Konzentration ermittelte man durch direkte Trocknung der 
Sahnen mittels Alkohol und Ather ohne Riicksicht auf die 
damit verbundene Zerstérung der enzymatischen Aktivitiit; sie 


vergleichen also das Trockengewicht der Sahne mit der vor 


der Trocknung gemessenen Wirkung. 

Wie die Betrachtung der Tabelle zeigt, wird die Kon- 
zentration der Lipase in der Sahne schon durch die 
Waschung mit Wasser etwas gesteigert, uud zwar ohne Ver- 


') Vgl. R. Willstétter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 und zwar 
S. 3617 (1922). 
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Tabelle 14. 


Reinigung der Sahne mit wiBrigen Reagenzien. 








Ph. L.-W. 





Menge |Kinw.-| Ph. L.-E. 
ve.) __Beagens, pro | Zeit. |}————_-—___|_, —_— 
Proz. Konz. | Ph. L.-E, vor | nach vor | nach 
ecm Min. | d. Einwirkung | d. Einwirkung 

| Wasser 1,6 15 94,5 | 93,3 1,68 | 1,86 
2 2,0 NaCl 2,0 2 104 | 86,1 » | 1,88 
3 2,0 NaCl 1,9 5 109 79,3 » | 2,05 
4 5,0 NaCl 1,7 2 121 100 » | See 
5 | 0,7 Na,CO, 0,66 10 74,7 | 40,8 . | 2,80 
’ ¢ Y ’ i | 
: be Nood ) 0,83 10 119 | 107 ». | 2,58 
1 0,05 NH, 1,2 2 130 | 15,2 » | 2,68 
3 0,05 KOH 1,4 ! 93,1 | 95,8 » | 2,60 
) 0,05 KOH 1,3 15} 98,4 | 86,6 . | 2,68 
10 0,05 KOH 1,5 15 119 | 53,8 » | of 
11 0,10 KOH 1,5 1 119 | «93,1 » | 
a ‘ia —. 0,80 | 10 | 130 62.5 3,42 
is | 0,80 Na,CO, 

0,05 KOH 0,42 10 241 164 ‘ 1,94 

0,07 HCl 
i4 | 0,70 Na,CO, 0,75 10 

0,50 KOH 1,5 20 hss 57,1 5,28 

0,50 HCI 1,5 20 

















luste an enzymatischer Substanz; mitgeschleppte Ballaststoffe 
aus dem Samen und Schalenteilchen finden sich als Bodensatz 
in den Zentrifugenglisern. Dagegen bewirkt die Behandlung 
mit Kochsalzlésung, die die Samenglobuline abtrennt, infolge 
der gleichzeitigen betrichtlichen AktivititseinbuBe nur ein ge- 
ringes weiteres Ansteigen des Phytolipase-Wertes. Etwas weiter 
tiihrt die Kinwirkung verdiinnten Alkalis, vor allem von Lauge, 
wihrend ihre Kombination mit nachfolgender Behandlung durch 
verdiinnte Salzsiure nicht von Vorteil zu sein scheint (vgl. 
Nr. 10 und 12 der Tabelle). Bemerkenswert ist die verhiltnis- 
mabig stark schadigende Wirkung von verdiinntem Ammoniak 
vgl. Nr. 7 und 9 der Tabelle), die auf eine besondere chemische 
Beeinflussung der Lipase hindeutet. Uberhaupt ist die durch 
den KinfluB von Alkali wie von Saure bedingte Aktivitits- 
abnahme betrachtlich und sie beeintrachtigt in hervorragendem 
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Mabe den Grad der erzielten Reinigung; in dem am weitesten 
gereinigten Praparat (Nr. 14) liegt das Enzym in nur etwa 
dreifach konzentrierterer Form vor als in der gewdéhnlichen 
Sahne bei einer AktivititseinbuBe von zwei Dritteln des wr- 
spriinglichen Wertes. Fiir eine weitergehende Reinigung des 
Enzyms unter Erhaltung seiner Wirkung bietet also auch dieses 
Verfahren wenig Aussicht auf Erfolg. 

Die Frage, ob bei der EKinwirkung der angewandtei 
Reagenzien, insbesondere von Alkalilauge, die Lipase selbst 
gelést wird, liBt sich mit Sicherheit nicht entscheiden. Bei 
mehrmaliger Behandlung mit etwas konzentrierteren Liésungen 
geht, wie nachstehender Versuch erweist, die Trockensubstan: 
der Sahne zum gréfSten Teil in Lésung, gleichzeitig sinkt ihre 
lipatische Aktivitiit auf einen ganz geringen Bruchteil. 


Versuch 1. 835 g Sahne mit 1389 Ph, L.-E. (0,2345 g: 28,0°/) Spalt. 
(Oliven6l): 3,90 Ph. L.-E.) aus 1,0 kg geschilter Ricinusbohnen unterwart 
man nacheinander der Waschung mit 2,5 Liter a) 2°/,igem Na,CO,, 
b) 2°/,igem KOH, ec) 0,5°/,igem KOH, d) H,O, e) 2°/,iger HC, 
f) 0,5°/,iger HCl, g) und h) H,O und trennte sie jedesmal in de 
Zentrifuge ab; die Ausbeute betrug 700 g Sahne mit noch 35,6 Ph. L.-E 
(0,1966 g: 0,6°/, Spalt. (Olivenél): 0,10 Ph. L.-E.). 

Nun schiittelte man die Sahne mit 5 Liter 96°/,igem Alkoho! gut 
durch und wusch die mittels der Zentrifuge abgetrennte Substanz je 
dreimal mit Alkohol und Ather; es hinterblieben 0,72 g trocknen, farb- 
losen Pulvers, entsprechend dem Phytolipase-Wert 0,49, bezogen auf dic 
vor der Trocknung gemessene Aktivitét der Sahne. 


Auf Grund der vorliegenden Beobachtungen halten wir 
die Annahme fiir berechtigter, daB der zerstérende Einflub 
der hier angewandten Reagenzien sich in der Hauptsache au 
das fir die Lipasewirkung unentbehrliche kolloide System oder 
auf den kolloiden, proteinartigen Trager des Enzyms erstreckt. 
Wiirde die Lipase selbst in Lauge oder Saiure der angewandteu 
Konzentration léslich sein, so wire ihre immerhin recht be- 
trichtliche Resistenz bei der Einwirkung dieser Mittel schwer 
erklirbar; in diesem Falle sollte ihre spezifische Wirkung bei 
ihrer weitgehenden Abhingigkeit von der Dispersitit alsbald 
zerstért werden. 

DaB die Lipase in der Sahne nach der Kinwirkung der 
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angefihrten Reagenzien in viel ungeschiitzterer Form vor- 
liegt, ergibt sich auch aus einer betrachtlich gesteigerten 
Kmpfindlichkeit bei ihrer Trocknung und Entfettung. Wir 
fiihren nachstehend zwei Beispiele hierfiir an. 


Versuch 2. 13,6 g einer nacheinander mit 0.17°/,igem KOH und 
0,06 °/,iger HCl behandelten Sahne, enthaltend 58,6 Ph. L.-E. (0,313 g: 
10,2°/9 Spalt. (Oliven6l): 1,35 Ph. L.-E.), trocknete man nach dem in Ab- 
schnitt 2 dieses Kapitels beschriebenen Verfahren 2'/, Stunden in einem 
Luftstrom von 30—35°; sie wogen dann noch 5,7 g. 

0,130 g bewirkten 7,2°/, Spalt. (Olivenél), entspr. einem Gehalte der 
Analysenprobe von 1,00 Ph. L.-E. und 43,8 Ph. L.-E. insgesamt. 

5,0 g der Trockensahne (enth. 38,5 Ph. L.-E.) wurden 88 Stunden 
unter einer groBen Glasglocke iiber Ather aufgestellt; dann isolierte 
man durch Verdiinnen und Waschen mit mehr Ather in der Zentrifuge 
1,15 g trockene Substanz. 

0,0039 g derselben bewirkten 1,9°/, Spalt. (Olivenél); die Analysen- 
probe enthielt also 0,25 und die ganze Menge des Priiparates nur noch 
9,5 Ph. L.-E. 

Versuch 3. 19,6 g Sahne mit 53,1 Ph. L.-E. (0,350 g: 7,4°/,-Spalt. 
(Olivenédl): 1,00 Ph. L.-E.), die nacheinander mit 0,7°/, igem Na,CQ,, 
,5°/,igem KOH und 0,5°/,iger HCl gewaschen waren, trocknete man 
wihrend 1'/, Stunden bei 35—38°; sie enthielt dann in 5,9 g noch 
11,2 Ph. L.-E. (0,105 g: 1,6°/, Spalt. (Olivenél): 0,20 Ph. L.-E.). 

5,5 g der Trockensahne (mit 10,4 Ph. L.-E.) iiberlie8 man unter der 
Glasglocke der langsamen Verdiinnung mit Ather; dann lieBen sich 
daraus 0,10 g¢ trocknen Pulvers gewinnen mit einem Gehalte von 
13,2 Ph. L.-E, (0,0019 g: 1,8°/, Spalt. (Olivenél): 0,25 Ph. L.-E.). 


Wiirde man die in den Praparaten nach der Trocknung 
und Entélung noch meBbare Aktivitaét als alleinige Unterlage 
tir die Feststellung des erreichten Reinheitsgrades heran- 
ziehen, so ergiben sich fiir diese Priparate zum Teil betriacht- 
lich geringere enzymatische Konzentrationen als fiir das un- 
gereinigte Ausgangsmaterial selbst; Tabelle 15 (S. 202) veran- 
schaulicht dies an einigen Beispielen. 


Da indessen, wie sich am Beispiel der gewohnlichen Sahne 
zeigen lieB, ein Substanzverlust bei der Trocknung nicht ein- 
tritt, so darf es fiir diesen Fall als erlaubt gelten, einer Be- 
stimmung der bei der Reinigung erreichten lipatischen Kon- 
zentration die Aktivitit des Enzyms in der Sahne selbst in 
tett- und wasserhaltigem Zustand zugrunde zu legen. 





a 
Ee 
aa 
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Tabelle 15. 
Reinheitsgrad in Sahnen und Trockenpriparaten. 
sme 2 anes - ] 
Ph. L.-W., _ 
bestimmt in I 
Angewandtes Reinigungsverfahren | ae d 
. — | Sahne- 
Sahne | trocken 
| pulver 
— 1,68 | 1,20 
0,7°/,iges Na,CO, . —_ 2,80 1,69 pt 
0,3°/, iges + 0,15°/, iges Na,CO, . 2,53 1,31 
0,17°/, ige KOH + 0,06°/,ige HCl! . : 3,42 0,68 | 
0,3°/, ig. Na,CO,+0,05°/,ig. KOH-+0,07"/,ig. HCl 1,94 0,69 . 
ae » OS. » +05 ,, ™ 5,23 1,31 es 





4. Eigenschaften der gereinigten Enzympraparate. 

Die Haltbarkeit konzentrierterer Lipasetrockenpulver ist § 
im Vergleich zu der der rohen Samenpraparate gering; so — . 
hatten nach einjihriger Aufbewahrung im Exsiccator ver- — ! 
schiedene mittels Kieselgur gewonnene Praparate wie auch ein — 
unmittelbar durch vorsichtige Trocknung erhaltenes gereinigtes 


Sahnepulver ihre lipatische Wirkung grdéBtenteils eingebiibt. : 
wihrend die entélte Substanz des gewobnlichen wie des der Dia- FF 

lyse unterworfenen Samens noch betrichtliche Aktivitat aufwies. FP’ 

Ff 

Tabelle 16. es 


Haltbarkeit der re 





dnd Ph. L. E. 
in Analysenprobe 











Priparat , 
sogleich a = nach .' 
gn. | 1 Jah 
za aeteemnetste oe h 
Entélter Samen . 2,35 2,20 | 1,80 
Dialys. Samen, entdlt 1,70 _ 1,35 
Sahne-Kieselguradsorbat bok 0,45 — 0,15 u 
Kieselgurprip. n. Hoyers Verfahren . 2,35 0,85 0,30 
Kieselgurprip. n. Nicloux’ Verfahren 3,75 1,10 0,45 
Trockenprip. a. sodagewasch. Sahne . 2,00 1,25 0,40 
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Auch die am weitgehendsten gereinigten Praparate zeigen 
einen starken Gehalt an Proteinsubstanz an, wihrend die 
Priifung auf Kohlehydrat schon mit dem Trockenpulver der 
rohen Sahne negativ ausfiel. Nachstehend beschreiben wir 
zum Vergleich die Reaktionen von drei untersuchten Pri- 
paraten: 


a) Priparat vom Ph. L.-W. 1,86 (l'rockenpulver aus Rohsahne). 


Bei trockenem Erhitzen schmolz das Priparat und schiumte unter 
beginnender Verkohlung; es entwickelten sich braune Dimpfe von 
Kaffeeréstgeruch, die alkalisch reagierten und deutliche Pyrrolreaktion 
zeigten. 

Beim Erwiirmen mit 10°/,iger Lauge léste sich die Substanz bis 
auf kleine gelatindse Fetzchen; mit konz. HNO, erwirmt, wurde die 
Substanz 6lig und gab dann eine hellgelbe Lésung, die sich auf Am- 
moniakzusatz tiefer fiarbte. 

Nach zweistiindiger Einwirkung von 5°/, iger H,SO, bei 70°, sowie 
nach sechsstiindiger Hydrolyse mit rauchender Salzsiiure lieB sich kein 
reduzierender Zucker nachweisen; ebenso trat beim Erwiirmen des Pri- 
varates mit Phloroglucin und Salzsiiure und mit Orcin und Salzsiure 
keine charakteristische Firbung auf. 

Die Reaktion nach Molisch ergab schwach rotviolette Fiirbung. 

0,05 g farbten sich beim Erwirmen mit dem Millonschen Reagens 
dunkelrot; beim Kochen mit alkalischer Bleilésung bildete sich schwar- 
zes PbS. 

Aus 2,0g des Priiparates isolierte man durch 16 stiindige Ein- 
wirkung von 100cem 10°/,iger Kochsalzlésung und Verdiinnen der 
iltrierten Lésung mit Wasser 0,45 g exsiceatortrockene Substanz, deren 
Stickstoffgehalt dem eines schon von T. B. Osborne’) aus Ricinussamen 
gewonnenen Globulins nahekam (0,0861 g: 14,3 cem N, bei 22,0° und 
119,0 mm Teildruck; gef. 18,18°/, N); ein Globulin von dhnlicher Zu- 
sammensetzung erhielten wir auf die gleiche Weise aus entéltem Samen- 
pulver (0,0922 g desselben gaben 15,1 ccm N, bei 22,5° und 721,2 mm 
Teildruek; gef. 17,96°/, N). 


)) Priparat vom Ph. L.-W. 5,23 (Trockenpulver aus mit Soda, Lauge 
und Siiure behandelter Sahne). 
Bei trocknem Erhitzen im Reagenzglas zersetzte sich das Priparat 
unter Entwicklung brauner Diimpfe von Kaffeeréstgeruch, die deutliche 
Pyrrolreaktion gaben. 





~ 


') Die Pflanzenproteine, Ergebnisse der Physiologie Bd. 10, S. 47 
und zwar §. 157 (1910). 
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Mit Millonschem Reagens erwiirmt, nahm die Substanz dunke| 
rote Fiarbung an. 

Die Lésung des Priiparats (0,02 g) in konz. H,SO, gab mit alko 
holischer a-Naphthollésung keine Reaktion auf Kohlehydrat. 


ce) Priparat von Versuch 1, Abschnitt 3 dieses Kapitels 
(aus Sahne, erschépfend mit Soda, Lauge und Siiure behandelt ohne 
Riicksicht auf Aktivitiit). 


Beim Erhitzen im Reagenzglas gab das Priiparat braune Diimpfe 
von Kaffeeréstgeruch, die deutlich alkalisch reagierten, und etwas braun 
gefairbtes Destillat; die Daimpfe gaben schwache Pyrrolreaktion. 

Beim Erwirmen mit Millonschem Reagens fiirbte die Substanz 
sich dunkelrot; die Molischsche Probe auf Kohlehydrat fiel negatij 
aus; durch 10 Minuten langes Kochen mit 20°/,iger HCl wurde kein 
reduzierender Zucker gebildet. 

Die Substanz léste sich nicht in 10°/, iger Lauge, auch nicht beim 
Kochen; sie war ebenso unléslich in 10°/,iger HCl und in Eisessig 
sowie in 10°/,igem NaCl; dagegen léste sie sich klar in 30°/, iger HU! 
in der Kilte und in wasserfreier Ameisensiiure. Aus ihrer Lésung in 
30°/,iger HCl fiel sie auf Zusatz von Wasser bei etwa 25°/, HCl aus, 
um sich in mehr Wasser wieder zu liésen; diese Lésung gab mit Uber. 
chlorsiiure und mit Pikrinsiure amorphe Niederschlage. 


Der Vergleich der elementaren Zusammensetzung ergilt 
keine deutlichen Unterschiede zwischen dem T'rockenpulver aus 
roher Sahne und dem am weitesten gereinigten Priparat; die 
in der nachstehenden Tabelle 17 angefiihrten Werte fiir den 
Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffgehalt erinnern an die 


Zusammensetzung vieler Kiwei8kérper’), sie beziehen sich aut 


aschefreie Substanz. Nur der Phosphorgehalt zeigt eine mibige 
Steigerung bei dem reineren Praparat. 


Tabelle 17. 


Elementare Zusammensetzung. 











Prozentualer Gehalt an 
Priparat are ——_———— 
ao oe oe ee 
= et ne one _ eee ern —mnrann = al ~oeaene nee — J - 
Rohsahnepulver (a) . {| 50,75; 50,23 | 7,29: 7,27 | 15,51 {| 0,27 
Gerein. Priiparat (¢) . 50,73 7,58 14,73 | 1,21 





1) Siehe hierzu O. Cohnheim, Chemie der Eiwei8kérper, 3. Auti. 
Braunschweig 1911, S. 170. 
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Ill. Zur Kenntnis der Keimungslipase. 
1. Das Verhalten der Lipase bei der Keimung. 


In den Altesten Untersuchungen iiber Ricinuslipase von 
W. Sigmund!) und von J. R. Green?) wurde die Auffassung 
vertreten, daB der zur Fettspaltung verwendete Samen gekeimt 
sein miisse; Green stellte die Existenz eines fettspaltenden 
Ferments in der ruhenden, ungekeimten Samensubstanz sogar 
yollig in Abrede. Erst W. Connstein, EK. Hoyer und 
H. Wartenberg’*) gelang der Nachweis, daB das Enzym sich 
schon in den ruhenden Samen vorgebildet findet und daB es 
nur der Einstellung saurer Reaktion bedarf, um eine intensive 
Lipolyse auszulésen; sie fiihrten den bei der Keimung und bei 
der Autolyse der Samen beobachteten ,,Sprung“ der lipatischen 
Aktivitat auf die Wirkung einer aus der Samensubstanz ge- 
hildeten Séure zuriick. Nach den Beobachtungen der genannten 
Forscher sollen sich bei Gegenwart einer geniigenden Siure- 
menge keine Unterschiede mehr ergeben in der fettspaltenden 
Wirkung von ruhendem und gekeimtem EKnzymmaterial, sie 
teilen indessen keine speziellen Angaben mit iiber die Dauer 
der angestellten Keimversuche; EK. Hoyer*) fand namlich in 
stark gekeimten Samen nur noch sehr wenig Enzym. 

In der Tat beobachtet man, wenn man den Lipasegehalt 
der Ricinussamen wihrend der Keimung unter den fir die 
Knzymwirkung optimalen Bedingungen, bei p, = 4,7, verfolgt, 
mit fortschreitender Keimung eine standige Abnahme der 
enzymatischen Aktivitit. MiBt man dagegen gleichzeitig die 
lipatische Wirkung unter verdinderten Bedingungen, nimlich 
bel annihernd neutraler Reaktion, so erhalt man ein ganz 
abweichendes Bild: wihrend sich fiir die ungekeimte Samen- 
substanz unter diesen Umstiinden lipatische Aktivitat nicht 
nachweisen laBt, tritt diese mit beginnender Keimung auf und 
erreicht bald einen ansehnlichen Betrag, um dann bei langerer 
Dauer des Keimungsprozesses langsam wieder abzunehmen, 


1) Monatshefte f. Chemie Bd. 11, S. 272 (1890). 

*) Proc. Roy. Soc. Serie B, Bd. 48, S. 370 (1890). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3988 (1902). 

‘) Chem. Ber. Bd. 37, S. 1436 und zwar S. 1438 (1904). 
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jedoch in viel geringerem MaBe als die gleichzeitig gemessene 
Wirkung im sauren Milieu; diese findet man von etwa 7 tiigiger 
Keimungsdauer an sogar deutlich niedriger als die Enzym- 
wirkung bei neutraler Reaktion. Aus einer gréBeren Anzahl 
von Keimungsexperimenten beschreiben wir nachstehend ein 
fiir die beobachteten Erscheinungen charakteristisches Beispiel. 


Versuch 1. 232 rohe, ungeschilte Ricinusbohnen im Gewichte yon 
100 g wurden in groBen Glasschalen einzeln in stark durchfeuchtetes 
Sigemehl eingesetzt und alsdann in einem Trockenschranke bei 30° 
unter 6fterem Ersatz des verdunsteten Wassers der Keimung iiberlassen, 
dabei beobachtete man folgende Verinderungen: Die Bohnen quollen 
stark auf, nach 1—2 Tagen platzte die iuBere harte Schale und es 
bildeten sich kleine Keimlinge, die am 3. Tage 1—2 cm lang geworden 
und schon nach einem weiteren Tage fast durchweg mit. seitlichen 
Wurzelfortsiitzen versehen waren; am 5. und 6. Tage kriimmten sich die 
Bohnen stark nach oben und brachen dann der Liinge nach auf unter 
Freilegung der beiden schon rotlich gefiirbten Keimblitter. | 

Die in verschiedenen Stadien der Keimung entnommenen Samen- 
proben befreite man von der Schale uad zerrieb sie in der Reibschale 
zu einer méglichst homogenen Paste; dann bestimmte man die lipatische 
Wirkung aliquoter Teile in 20 Minuten bei 20° a) unter den in Kap. |. 
Abschnitt 5 beschriebenen Bedingungen bei py = 4,7 und b) unter Zu- 
satz von 2,00 cem n-K-Acetat als Puffer fiir etwa entstandene Siiure 
bei einer Wasserstoffzahl von etwa 6,8 (kontrolliert mittels der Indi- 
katorenmethode); als Substrat dienten 2,50 g Olivenél. Die alkalimetrisc) 
ermittelte Spaltung belief sich 

vor der Keimung auf a) 43,2, b) 0,0 Prozent: 


sie betrug nach 2tiigiger Keimung _—_ 35,2, 0,9 
21, ., 80,5, 3,2 
gle’, «fg be ae i" 20,1, 6,3 
‘se _ ew i 10,0, 5,8 - 
» len 7,2, 3,8 " 
1 2.9, 3,3 
9 2,1, 3,0 


In einem anderen Versuche, der nach 5tagiger Keimung 
unterbrochen war, bestimmte man die Lipasewirkung in einem 
etwas ausgedehnteren Acidititsbereiche; man fand sie ohne 
betrichtlichen Unterschied zwischen p, = 4,7 und py = 6,5, 
und sie war noch deutlich mefbar, wenn auch nicht melr 
erheblich, bei einer Wasserstoffzahl von 8,0, also bei aus- 
gesprochen alkalischer Reaktion. 
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Versuch 2. 1,78g nach 5tigiger Keimung zerriebene Ricinus- 
bohnen bewirkten in 20 Minuten bei 20° unter Zusatz von a) 2,00 ccm 
0,5 n-Acetatpuffer von py = 4,7 (1,00 cem 0,5n-Essigsiiure + 1,00 cem 0,5n- 
K-Acetat), b) 2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer von py = 6,0 (0,10 ccm 0,5 n- 
Essigsiiure + 1,90 ccm 0,5 n-K-Acetat), ¢) 2,00 eem n-K-Acetat (pq = etwa 
6,8) und d) 2,00 ecm 1°/,igem (NH,),HPO, von pg = 8,0 a) 5,7, b) 5,4, 
c) 4,8 und d) 1,8°/, Spaltung von 2,50 g Olivendl. 


Kine kritische Betrachtung der beiden Versuche 1labt 
erkennen, daB mit dem Keimungsvorgang der enzymatische 
Charakter der Lipase selbst einer Verinderung unterworfen 
wird. Die Lipase, die im ruhenden Samen bei Wasserstoft- 
zahlen tiber 6,0 ganz ohne Wirkung gefunden wird, wird im 
Verlaufe der Keimung befihigt, Fette bei neutraler, in geringem 
Umfange sogar noch bei alkalischer Reaktion zu spalten. Wie 
aus Versuch 1 hervorgeht, nimmt mit der Dauer der Keimung 
die Menge des urspriinglichen, durch ein Wirkungsoptimum im 
sauren Gebiet gekennzeichneten Enzyms, der Spermatolipase, 
stindig ab und es entsteht daraus ein verindertes Enzym mit 
verindertem Charakter, die Blastolipase; allerdings scheint 
diese nur eine Art Zwischenstufe darzustellen und weiterhin 
ebenfalls einem Abbau zu unterliegen, denn ihre Menge ist 
im Vergleich zu der urspriinglichen Lipasemenge nie sehr be- 
trichtlich und zeigt von einem gewissen Zeitpunkt an gleich- 
falls eine stetige Verminderung. Bei diesen Abbauprozessen 
wird das Enzym indessen nicht in wasserlésliche Form iiber- 
gefiihrt, man findet den wiBrigen Extrakt gekeimter Samen 
lipatisch vollig wirkungslos. 

Versuch 8. 13,7 g gekeimte Bohnen (nach 5tiigiger Keimung ver- 
arbeitet) zerrieb man in der Reibschale aufs feinste mit Seesand und 
schiittelte sie dann mit 55 cem Wasser an; von der filtrierten und im 
aust-Heimschen Apparat bei 25° auf '/, ihres urspriinglichen Volu- 
mens konzentrierten Lésung bewirkten 1,10 cem in 20 Minuten bei 20° 


und a) py = 4,7, b) py = 6,8 keine meBbare Spaltung von 2,50 ¢ 
Olivenél. 


Die Blastolipase ist also gleich wie die Spermatolipase 
wnléslich in Wasser; auch besitzt wiBriger Keimextrakt keine 
aktivierende Wirkung auf das Enzym der ungekeimten Samen- 
substanz, wie Versuch 4 erweist; die von W. Connstein, 
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EK. Hoyer und H. Wartenberg’) und von E. Hoyer?) vertretene 
Auffassung, daB die Mobilisierung der Lipase in den Samen 
auf eine bei der Keimung entstehende ,Samensiure“ zuriick- 
zufiihren sei, bestatigt sich also nicht; ebensowenig kommt 
auch, wie aus den in Kap. I, Abschnitt 2, mitgeteilten Ver- 
suchen hervorgeht, fiir die bei der Keimung in neutralen 
Medium beobachtete lipatische Wirkung eine Aktivierung durch 
gebildete Fettsiure in Frage. 

Versuch 4. 0,250g entélter Samen bewirkten unter Zusatz von 
a) 2,0 eem H,O, b) 1,0 com Keimextrakt des Versuches 3 + 1,0 cem H,() 
a) und b) keine meBbare Spaltung von 2,50 g Olivendl. 

Diese Bildung von DBlastolipase tritt, wie wir uns 
durch ein Experiment iiberzeugt haben, auch bei der von 
KH. Hoyer*) beschriebenen Bereitung ,,gesiuerter Sahne“ ein; 
sie vollzieht sich indessen in diesem Falle betriichtlich lang- 
samer als wabhrend der Keimung; offenbar sind in der stark 
verdiinnten wiBrigen Emulsion die Bedingungen fiir eine hydro- 
lytische Veriinderung des Enzyms viel ungiinstiger als in der 
Pflanzenzelle. 

Versuch 5. 80g geschilten Samen verrieb man in der Reibschale 
allmiihlich mit im ganzen 400 cem Wasser und belieB die erhaltene 
Samenmilch 7 Tage bei 18—20°; die Spaltung des Ols in der an der 
Fliissigkeitsoberfliche sich absetzenden Sahne begann nach 4 Tagen. 
Die nach Verlauf von 7 Tagen mittels der Zentrifuge abgetrennte Sahne 
wusch man noch 2mal mit je 150 cem Wasser; sie betrug dann 80,0 ¢. 

0,720 g derselben spalteten 2,50 g Ricinusél in 20 Minuten bei 20" 
und a) py = 4,7, b) py = 6,8 (eingestellt durch 2,00 cem n-K-Acetat) zu 
a) 19,6 und b) 2,5°/). 

60,0 g der Sahne verarbeitete man nach dem in Kap. II, Abschnitt 2, 
mitgeteilten schonenden Verfahren zu ‘Trockenpulver und erhielt so 
1,483 g exsiccatortrockenes Priparat. 

0,0172 g davon bewirkten in 20 Minuten bei 20° und a) pq = 4,7, 
b) po = 6,8 a) 3,4 und b) 2,5°/, Spaltung von 2,50 g Ricinusdl. 


2. Die Bildung der Blastolipase durch Pepsin. 
Die im vorangehenden Abschnitt mitgeteilten Beobachtungen 


fiihren zu der Annahme, daB es sich bei der Bildung cer 





1) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3988 und zwar S. 4004 (1902). 
2) Chem. Ber. Bd. 37, S. 1436 und zwar S. 1447 (1904). 
3) Diese Zs. Bd. 50, S. 414 und zwar S. 430 (1906/07). 
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Blastolipase wahrend der Keimung um einen hydrolytischen, 
vermutlich einen proteolytischen Abbau des urspriinglichen 
Enzymkomplexes handelt, der mit einer Verainderung der 
enzymatischen Wirkungsbedingungen verbunden ist. Es war 
daher zu versuchen, die bei der Keimung beobachteten Er- 
scheinungen vermittelst der Kinwirkung bekannter proteolytischer 
Enzyme experimentell zu reproduzieren; zu diesem Zwecke 
wihlten wir tierisches Trypsin und tierisches Pepsin als typische 
Reprisentanten der beiden wichtigsten Klassen von Proteasen. 

Behandelt man frisch bereitete Sahne mit der waBrigen 
Lisung eines Trypsinpriparates, z.B. bei p, = 8,0 oder auch 
bei neutraler Reaktion, so beobachtet man einen mit der Zeit 
der EKinwirkung stindig zunehmenden Aktivititsriickgang, 
wihrend die EiweiBkérper der Sahne gro8Senteils zu léslichen 
Produkten abgebaut werden; allein die Priifung einer so be- 
handelten Sahne ergibt kein Anzeichen fiir die Entstehung von 
Blastolipase, man findet keinerlei lipatische Wirkung bei neu- 
traler Reaktion; dies geht auch daraus hervor, daB das Ol der 
Sahne selbst wihrend der Dauer der Behandlung keine Um- 
setzung erfahrt. 

Die in der nachstehenden Tabelle 18 zusammengestellten 
Versuche mit Trypsin waren so ausgefiihrt, daB man ungefihr 


Tabelle 18. 
Einwirkung von Trypsin auf Sahne. 





Einw.- | Aktivitiits- Proz. Trocken- 





Nr.| Angew. Puffer P,, | Dauer verlust gewicht, bez. a. 
Stdn. o/, Rohsamen 
1} 0,1n-(NH,,HPO, | 8,0] 0,5 0 1,5 
21 0,1n-(NH,),HPO, | 8,0 1,0 4 1,4 
3} 0,1 n-(NH,),HPO, | 8,0 1,5 + 1,3 
{| 0,1 n-(NH,),HPO, | 8,0 2,0 14 0,86 
5} 0,1 n-(NH,),HPO, | 8,0 2,5 18 — 
61 0,1n-(NH,),HPO, | 8,0 | 14,0 86 0,09 
. |0,1n-Na,HPO, 1 
a mF CS SRO 14 — 
0,in-KH,PU, 1 
_|0,in-Na,HPO, 1 A 
Sf et se 72,0 67 — 
0,1n-KH,PO, ~ 1] °°] | 
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30 g frischer Sahne eine bestimmte Zeit mit 100 ccm 0,1 n- 
Pufferlésung und 10 ccm einer 5°/, igen Lésung von Orthozym 
(Trypsinpraparat von Réhm und Haas}), in der Maschine 
schiittelte, um dann die in der Zentrifuge abgetrennte Sahne 
vor der Messung noch zweimal mit 100 ccm Wasser zu waschen: 
der ‘T'rockensubstanzgehalt der Sahne wurde ohne Riicksicht 
auf Wirksamkeit durch Verdiinnen mit Alkohol und Ather 
ermittelt. 

0,459 g der Sahne von Versuch Nr. 6 (der Tabelle 18) spalteten 
2,50 g Olivenél a) bei py = 4,7, b) bei pq = 6,8 (eingestellt durch 2,00 ccm 
n-K-Acetat) in 20 Minuten bei 20° zu a) 5,0 und b) 0,0°/,. 

Wesentlich verschieden verliuft dagegen die HKinwirkung 
von Pepsin: hier wird schon bei kurzer Kinwirkungsdauer in 
neutralem oder schwach saurem Mittel der Aktivitiitsriickgang 
der Lipase, gemessen bei der Wasserstoftzahl 4,7, bedeutender 
gefunden, jedoch ohne erhebliche Verminderung des Sahne- 
Trockengewichts; gleichzeitig damit tritt betrichtliche Lipolyse 
des Ols der Sahne ein. In schwach alkalischer Lisung bleibt 
Pepsin ohne Wirkung. 

Tabelle 19 veranschaulicht diese Ergebnisse; man behan- 
delte je 30g frischer Sahne, wie oben fiir Trypsin beschrieben, 
mit 100 ccm Pufferlésung und 10 ccm einer 1°/,igen Lésung 
von ,,Pepsin-Merck 1:10000*; die Versuchsdauer _ betrug 
2 Stunden. 

Tabelle 19. 


Kinwirkung von Pepsin auf Sahne. 





Aktivitiits- | Proz. Trocken- | Spalt. des 





Angew. Puffer PH verlust gewicht, bez. a. | Sahnedls 
of, Rohsamen 0), 
n-Essigsiure 1 
6 - 6,0 26 1,3 ca. 20 


0,1n-K-Acetat 19 
0,in-Na,HPO, 1 
0,ln-KH,PO, 1 

0,1 n-(NH,),HPO, | 8,0 5 1,6 0 


6,8 43 1,4 ea. 30 














1) Das Priiparat verdankte man der Freundlichkeit des Herrn Dr 
Ch. Hollander in der Réhm u. Haas Cv., Bristol, Penna (U.S. 4.) 
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Priift man die lipatische Aktivitit pepsinbehandelter Sahne 
bei verschiedener Reaktion, so erhilt man in der Tat ganz 
ihnliche Erscheinungen, wie sie bei der Keimung der Samen 
beobachtet waren, es vollzieht sich hier der nimliche Um- 
wandlungsprozeB unter Bildung der Blastolipase; offenbar ver- 
mag das Pepsin das bei der Keimung in Aktion tretende 
proteolytische Samenenzym in seiner Wirkung auf die Lipase 
zu ersetzen. 

Die Versuche waren so ausgefiihrt, daB man je 0,576 g 
einer frisch bereiteten Sahne im Bestimmungsglischen der 
Kinwirkung einer verhiltnismaBig groBen Menge Pepsin — 
2,0 com 1°/,ige Losung von ,,Pepsin-Merck 1:10000“ — bei 
20° ttberlieB, um nach Ablauf wechselnder Versuchszeit ihre 
Wirkung in 20 Minuten bei 20° auf 2,50 ¢ Leinél a) bei 
Pp = 4,7, b) bei py = 6,8 (eingestellt durch 2,00 ccm n-K-Acetat) 
zu messen; durch gleichlaufende Kontrollversuche ermittelte 
man den KinfluB von 2,0 com Wasser allein. 


Tabelle 20. 


Aktivitiit pepsinbeh. Sahne sauer und neutral. 
(Angaben bedeuten °/,ige Spaltung.) 





Einw.-Dauer Pepsineinwirkung Wassereinwirkung 
Minuten Po =4,7 | pH = 6,8 pH = 4,7 | pH = 6,8 
0 24,0 0 24,0 0 
20 17,4 4,1 _ on 
60 11,7 5.5 24,4 0,5 
300 8,2 10,8 23.5 0,2 
1560 2,1 2,9 — 








Die Tabelle zeigt beziiglich des Ganges der Aktivitat 
dieselben Beziehungen wie bei dem natiirlichen Keimungs- 
vorgang; die entstehende Blastolipase erleidet mit fortschreitender 
Pepsineinwirkung eine weitere Verinderung, die sich in einem 
Absinken ihrer Aktivitat kundgibt. 

Auch bei mehrmaliger Waschung mit Wasser verliert 
pepsinbehandelte Sahne ihr Wirkungsvermégen in neutralem 


Medium nicht; das infolge einer geringen Menge suspendierter 
14* 
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Fettsiure schwach sauer reagierende Waschwasser besitzt keine 
lipatische Aktivitéat. Auch die angewandte Pepsinlésung wurde 
lipolytisch wirkungslos gefunden. 

Versuch 1. 20,0 g frischer Sahne schiittelte man 48 Stunden mit 
30 cem einer 1°/,igen Lésung von,,Pepsin-Witte“ und trennte sie darau{ 
mittels der Zentrifuge ab; man erhielt 19,1 g Sahne neben 30 cem wii. 
riger Flissigkeit. 

0,600 g der Sahne spalteten 2,50 g Olivenél in 20 Minuten bei 20! 
und a) pq = 4,7, b) pa = 6,8 (eingestellt durch 2,00 cem n-K-Acetat) zy 
a) 7,4 und b) 7,5°/,. 

0,95 cem der wiBrigen Lésung bewirkten, bei py = 4,7 und 
PH = 6,8 bestimmt, in 20 Minuten bei 20° keine meBbare Hydrolyse des 
Olivendls. 

7,0 g der pepsinbehandelten Sahne wurden 2mal mit je 40 cem 
Wasser 7/, Stunde durchgeschiittelt, darauf in der Zentrifuge isoliert: 
sie wogen dann 10 g. 

0,857 g der gewaschenen Sahne spalteten 2,50 g Olivenél in 20 Minuten 
bei 20° und a) pq = 4,7, b) pq = 6,8 entsprechend a) 4,8 und b) 5,2°/,. 

7,0 cem der vereinigten Waschwasser bewirkten, neutral und sauer 
bestimmt, in 20 Minuten keine meBbare Olspaltung. 


Auch die aus der Sahne nach der Pepsineinwirkung mittel 
des in Kap. II, Abschnitt 2, beschriebenen schonenden Verfahrens 
erhaltenen Trockenpraparate behalten ihr Wirkungsvermiégen 
in neutralem Medium bei. Hierbei macht man in der Regel 
die Beobachtung, daB8 sich die Blastolipase gegeniiber den 
Trocknungs- und Entfettungsoperationen viel resistenter erweist 
als das urspriingliche Enzym. In vielen Fallen findet man 
den bei neutraler Reaktion gemessenen Wert annihernd kon- 
stant, wenn die Aktivitat beim sauren Optimum betrichtliche 
EinbuBen erfihrt; das verinderte Enzym scheint niedriger 
molekular und gegeniiber Deformationen seiner Kolloidstruktur 
weniger empfindlich. Bisweilen erfahrt seine Aktivitat bei diesen 
Vornahmen sogar eine betrichtliche Zunahme; diese ist indessen 
nur eine scheinbare, sie wird durch die Entfernung der in der 
Sahne in groBer Menge enthaltenen Fettsiure vorgetiuscht, 
deren Gegenwart die spaltende Wirkung des Keimungsenzyms 
infolge seiner stirker ausgepragten synthetisierenden EHigen- 
schaft herabsetzt. 

Dieses Verhalten wird in der nachstehenden Tabelle 2! 
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durch einige Beispiele veranschaulicht. Man behandelte je 
17,0 g frischer Sahne mit 50 ccm einer 1°/,igen Lésung von 
,Pepsin-Merck 1:100 und isolierte dann nach Ablauf der 
Versuchszeit die Sahne in der Zentrifuge nach 1 maliger Waschung 
mit Wasser; darauf unterwarf man sie der Trocknung im 
Faust-Heimschen Apparat und gewann sodann durch Ver- 
dimnen und Waschen mit Ather das Enzym in trockener fett- 
freier Form. Die in der Tabelle angegebenen Spaltungen 
bedeuten die Wirkung aliquoter Anteile der gepriiften Priparate 
auf 2,50 g Olivenél in 20 Minuten bei 20°. 


Tabelle 21. 


Verhalten der Pepsin-Sahne bei der Trocknung. 








Pepsin-Einw. Sahne bei pqg__|‘T'rockensahne bei py|Trockenpulv. bei pq 
Stdn. 4,7 | 6,8 4,7 | 6,8 4,7 | 6,8 
0 39,0 | 0 _ ab ie 
24 37,4 | 0,8 246 | 0,8 3,3 1,0 
48 29.0 | 8,0 245 | 9,2 15,7 | 13,1 
72 27,4 8,8 16,0 | 8,7 91 | 14,5 
144 6,0 8,1 a a _ _ 











Mit einem auf diesem Wege nach 48stiindiger Pepsin- 
einwirkung aus Sahne dargestellten Trockenpriparate bestimmte 
man das Ma8 der Aktivitét in einem etwas gréBeren Aciditits- 
bereich; man fand, ahnlich wie bei den Versuchen mit ge- 
keimtem Samen, noch schwache, aber deutliche Wirkung im 
alkalischen Gebiet. 

Versuch 2, 0,0135g eines nach 2tiigiger Pepsineinwirkung auf Sahne 
gewonnenen Trockenpulvers iiberlie8 man 20 Minuten bei 20° der Ein- 
wirkung auf 2,50 g Olivendl unter Zusatz von a) 2,00cm 0,5 n-Acetat- 
putfer von pq = 4,7, b) 2,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer von py = 6,0, 
¢) 2,00 cem n-K-Acetat entsprechend py = 6,8 und d) 2,00 ccm 0,1 n- 
(NH,,HPO, von py = 8,0. Die Spaltung betrug dann a) 9,1, b) 8,0 
¢) 7,4 und d) 1,8°/, des Ols. 

Fiir die Darstellung starker aktiver Praparate von Blasto- 
lipase empfiehlt es sich, die Sahne vor der Kinwirkung des 
Pepsins einer mehrtigigen Autolyse zu iiberlassen; die so 
dereiteten Sahnen iibertreffen die unter anderen Umstiinden, 
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zB. nach vorausgegangener 24stiindiger gelinder Pepsin. 


behandlung erhaltenen betriachtlich an Aktivitit. Der Angriff 


des Pepsins auf die Blastolipase scheint nach erfolgter Hin- 
wirkung der Samenprotease schonender und in anderem Sinne 
zu verlaufen. 

In den folgenden 2 Tabellen stellen wir die erhalteney 
Ergebnisse zusammen. ‘Tabelle 22 zeigt die Verinderung der 
Wirksamkeit durch Pepsin bei einer 3 Tage alten Sahne und 
den daraus bereiteten Trockenpraparaten; Tabelle 23  ver- 
anschaulicht zum Vergleiche die mit einer anderen, 24 Stunden 
der Einwirkung von Pepsin iiberlassenen Sahne nach weiterer 
Pepsinverdauung erzielten Spaltungswerte. 


Tabelle 22. 
Pepsineinwirkung auf gestandene Sahne. 
(20 g Sahne mit 50 cem Lésung von ,,Pepsin-Merck 1: 100%; An- 
gaben bedeuten °/, Spaltung von 2,50 g Ricinusél durch aliquote Teile: 
20 Minuten, 20°.) 








Alter Pepsin- | Einw.- Sahne bei p,, Trockenpulver bei p,, 
d. Sahne | konz. Dauer aaa 
Tage ° 0 Std. 4,7 | 6,8 4,7 6,8 
0 1 48 28,5 14,3 10,0 15,4 
1 48 32,4 33,4 14,8 | 15,0 
3 5 a4 22,5 21,2 90 | %5 














Tabelle 23. 
Pepsineinwirkung auf Sahne nach 1 tigiger Pepsinbehandlung. 
(20 ¢ Sahne mit 50cem Lésung von ,,Pepsin-Merck 1: 100‘; An- 
gaben bedeuten °/, Spaltung von 2,50 g Olivenél durch aliquote Teile; 
20 Minuten, 20°.) 








Pepsinkonz. | Kinw.-Dauer | Wirkung der Sahne bei p, 
of Std. 4,7 | 6,8 
0 0 33,4 0,0 
1 24 24,6 15,3 
3 24 19,0 17,2 
5 24 10,3 10,1 
1 24 3,2 34 
10 24 1,2 2,4 
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Bemerkenswert ist die nach einer gewissen Kinwirkung des 
Pepsins eintretende Angleichung der Spaltung bei neutraler 
Reaktion an die im sauren Mittel gemessene; anscheinend 
entfallt ein groBer Teil der letzteren auch auf die Wirkung 
der Blastolipase. 


3. Zur Einwirkung von Saure. 


Die Angaben der Literatur iiber den Einflu8 von Saure 
auf Ricinuslipase sind widersprechend. So gelangten W. Conn- 
stein, E. Hoyer und H. Wartenberg?) auf Grund ihrer 
Ergebnisse zu der Auffassung: ,,Der Gedanke, daB durch die 
Siure ein etwa in den Samen vorhandenes Zymogen in ein 
wirksames Ferment umgewandelt werde, ist zuriickzuweisen, 
denn wenn man den Samen lingere Zeit mit Siure behandelt 
und die letztere dann entfernt, so ist in dem zuriickbleibenden 
Samen keinerlei Verinderung zu konstatieren; derselbe wirkt 
in neutraler Lésung ebensowenig fettspaltend wie vor der 
Siurebehandlung, und seine Wirksamkeit kann nur durch 
erneuten Siiurezusatz hervorgerufen werden.“ Demgegeniiber 
sibt Y. Tanaka?) an, daB bei der Behandlung mit verdiinnter 
Hssigsiure das Samenpulver bereits maximale Aktivitit erlange. 
Diese Meinung Tanakas konnte schon durch die in Kap. I, 
Abschnitt 1, mitgeteilten Versuche widerlegt werden. Man hat in 
der Literatur die weitgehende Zerstérung der lipatischen Aktivitat 
sowohl bei der Trocknung und Entfettung wasserhaltiger Samen 
priparate wie bei der Wassereinwirkung auf entfettetes Enzym- 
material nicht geniigend beachtet und beriicksichtigt. 

Wir priiften die Wirkung von Siure am Beispiel der Sahne, 
in der die Lipase die Kinwirkung des Wassers ohne Schidigung 
vertrigt. Die Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle 24 
zusammengestellt. Der erste Teil der Tabelle zeigt den Kinflu8 
eer Behandlung mit 0,004 n-Salzsiure wihrend wechselnder 
Zeiten auf die lipatische Wirkung, die man bei p, = 4,7 sowie 
bei py = 6,8 bestimmte; der zweite Teil der Tabelle gibt eine 


') Chem. Ber. Bd. 35, 8S. 3988 und zwar 8. 4001 (1902). 
*) Journ. Coll. Engin. Tokyo Bd. 5, S. 125 (1912); Chem. Zbl. 1913, 
Bd. I, S. 666. 
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Versuchsreihe wieder, bei der statt der Sdure allein eine 
1°/,ige Loésung von ,,Pepsin-Merck 1:100“ zur Anwendung 
kam, die mit Salzsiure auf die gleiche Konzentration von 
0,004 n. gebracht war. Nach Ablauf der Versuchszeit verdiinnte 
man rasch durch Eintragen in 2 Liter Wasser und isolierte dann 
die Sahne in der Zentrifuge nach nochmaliger Waschung mit 
0,5 Liter Wasser; die Angaben der Tabelle bedeuten die prozentige 
Spaltung von 2,50 g Olivenél in 20 Minuten bei 20° durch 
aliquote Sahnemengen; den auf Rohsamen bezogenen ‘T'rocken- 
substanzgehalt ermittelte man durch Verdiinnen mit Alkohol 
und Ather. 


Tabelle 24. 


Einwirkung von HCl auf Sahne. 
(17,0 g Sahne mit 50 cem Lésung). 








Einw.-| Aktiv. n. Siiurebeh. bei} Tvocken-| Aktiy. n. Siiure-Pepsinbeh. bei 
Dauer |- —_———- IN Giiisicecsncctetectnertatice 
Min. | Py = 4% | Py = 68 o/, Py = 4:7 | Py = 6,8 
o| 234 , 0,0 1,6 26,2 | 0 
1 230 — 0,0 ese a | te 
30 8,0 13,1 1,0 9,7 | 18,9 
180 7,3 12,4 0,54 9,8 15,4 
1440 5,1 10,0 ees 7,2 12.9 











Die Betrachtung der Tabelle laBt erkennen, daB die Ein- 
wirkung der verdiinnten Siure auf das Enzym zu einer ihn- 
lichen Erscheinung fiihrt wie die Wirkung des Pepsins: man 
findet von einer gewissen Dauer der Kinwirkung an eine sehr 
erhebliche Aktivitét bei neutraler Reaktion; gleichzeitig sinkt 
der Spaltungswert beim sauren Optimum betrichtlich. Die 
Kinwirkung der Siure hat nach 1 Minute noch nicht begonnen 
und sie ist nach 30 Minuten vollendet; die in laingeren Zeiten 
noch beobachteten Aktivititsabnahmen erkliren sich durch 
Enzymzerstérung. 

Indessen ergibt der Vergleich mit den in den voran- 
gehenden Abschnitten mitgeteilten Beobachtungen iiber die 
Aktivitatsinderung bei Keimung und Pepsinwirkung einige fiir 
die Sdureeinwirkung charakteristische und unterscheidende 
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Merkmale. Wa&ahrend die Entstehung der Blastolipase durch 
einen langsamen Verlauf gekennzeichnet ist, stellt sich bei der 
Siurewirkung rasch ein Gleichgewicht ein; es wird auch durch 
die Gegenwart von Pepsin nicht merklich beeinfluBt. Weiterhin 
unterscheidet sich die Wirkung der Siure durch die gegeniiber 
der Spaltung im sauren Gebiet betrichtlich erhéhte Aktivitat 
bei neutraler Reaktion und durch die relative Konstanz dieses 
Verhiltnisses im Verlaufe lingerer Einwirkung. Das auf Zusatz 
von Siure entstehende lipatische Produkt ist als verschieden 
yon der Blastolipase anzusehen; es wird sich um ein Additions- 
produkt aus Lipase und Siure handeln, wahrend die Keimungs- 
lipase ihre Bildung einem hydrolytischen Vorgange verdankt. 
Bei schwicher saurer Reaktion, z.B. im Bestimmungsansatz 
bei py = 4,7, scheint die Bildung dieses Siureadditionsproduktes 
nicht zu erfolgen. 

Die nach einer Salzsiureeinwirkung von 30 Minuten isolierte 
Trockensubstanz der Sahne gab, bei der Priifung auf Cl am 
Kupferdraht in der Flamme erhitzt, eine schwach griinliche 
Farbung von CuCl,. 


4, Vergleich der Eigenschaften von Spermato- und Blastolipase. 
a) Haltbarkeit. 


Die Blastolipase zeigt in den Trockenpraparaten, ver- 
glichen mit dem unverinderten Enzym, gréBere Bestindigkeit; 
man darf diese Erscheinung wohl auch auf eine verminderte 
Kmpfindlichkeit gegeniiber Anderungen im Kolloidzustand, wie 
sie mit Alterungsvorgingen verbunden sind, zuriickfiihren. So 
fand man die Wirksamkeit eines nach 3 tagiger Pepsineinwirkung 
auf Sahne gewonnenen ‘T'rockenpulvers noch nach 1 Monat 
unverandert, wihrend Praparate der Spermatolipase von ihn- 
lichem Reinheitsgrad in derselben Zeit betrachtliche Aktivitats- 
einbuBen erlitten hatten. 


Versuch 1. 0,0135 ¢ eines nach 72stiindiger Pepsinbehandlung aus 
Sahne dargestellten Trockenpriiparates bewirkten in 20 Minuten bei 20° 
und Zusatz von 2,00 ecm n-K-Acetat a) unmittelbar nach der Darstellung, 
b) nach 80 Tagen a) 11,5 und b) 11,5°/, Spaltung von 2,50 ¢ Olivendl. 

Versuch 2. 0,015 g eines nach Waschung von Sahne mit verd. 
Sodalésung aus jener erhaltenen Trockenpulvers bewirkten in 20 Minuten 
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bei 20° und py = 4,7 a) sogleich, b) nach 30, ¢) nach 50 Tagen a) 15,1, 
b) 11,2 und ec) 9,4°/, Spaltung von 2,50 g Olivendl. 

Versuch 3. 0,1052 g eines mittels Kieselgur aus der Aufschliimmun, 
in Ol gesammelten Trockenpriiparates bewirkten in 20 Minuten bei dey 
Einwirkung auf 2,50 g Olivenél bei 20° und pq = 4,7, a) sofort, b) nach 
50 Tagen bestimmt, Verseifung entsprechend a) 27,1 und b) 8,2°/). 


b) Verhalten gegen Ammonphosphat. 


Kin charakteristischer Unterschied zwischen den _beider 
Formen der Lipase ergibt sich aus ihrem Verhalten gegeniiber 
alkalischer Ammoniumphosphatlésung. Wenn man frische, un- 
veriinderte Sahne der Behandlung mit diesem Reagens unter. 
wirft, so laBt sich keine meBbare Beeintrachtigung ihrer lipa- 
tischen Aktivitit beobachten (Versuch 4). Dagegen wird durch 
die EKinwirkung des alkalischen Phosphats auf ein mittels Pepsin 
dargestelltes Sahnepraparat der Blastolipase die enzymatische 
Wirksamkeit vollstandig vernichtet (Versuch 5). Dabei handelt 
es sich nicht etwa um eine Zerstérung des Enzyms durch die 
aus der Fettsiure der Sahne und dem Alkali des Phosphats 
in geringem Umfange gebildete Seife: wenn man namlich in 
frischer Ol-Sahne durch Einwirkung eines Blastolipasepraparates 
eine reichliche Bildung von Fettsiure hervorruft und sie dann 
mit Phosphat behandelt, so bleibt ihre urspriingliche Aktivitit 
unverandert (Versuch 6). Der Unterschied ist vielmehr mit 


einer verschiedenen Konstitution des Enzyms zu deuten. 

Versuch 4. 16 g frisch bereiteter Sahne mit einem Gehalte von 
104 Ph. L.-E. (0,594 g: 27,7°/, Spalt. (Olivenél): 3,85 Ph. L.-E.) schiittelte 
man in der Flasche 2 Stunden mit 100 cem 1°/,igem (NH,),HPO,; dann 
wusch man die in der Zentrifuge abgetrennte Sahne noch mit 50 cem 
Wasser und erhielt so 16 g. 

0,594 g von dieser spalteten 2,50 g Olivendl in 20 Min. zu 28,3°, 
entsprechend einem Gehalte von 3,90 Ph. L.-E. in der Analysenprobe 
und 105 Ph. L.-E. insgesamt. 

Versuch 5. 0,750 g einer 24 Stunden mit Pepsin behandelten Sahne 
spalteten 2,50 g Olivenél in 20 Min. bei 20° und a) p,, = 4,7, b) py = 6; 
(eingestellt durch 2,00 ccm n-K-acetat) zu a) 24,6 und b) 15,3°/,. 

12,0 g der Sahne wurden 5 Min. lang mit 70 cem 1°/,igem (NH,); 
HPO, durchgeschittelt; nach 2maligem Waschen mit Wasser gewavt 
man mittels der Zentrifuge 11 g Sahne zuriick. 

0,690 g von dieser spalteten 2,50 g Olivendl in 20 Min. bei 20° und 
a) Py = 4,7, b) py = 6,8 zu a) 0,0 und b) 0,7). 
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Versuch 6. 29g frisch bereiteter Sahne mit 216 Ph. L.-E. (0,610 g: 
41,0°/, Spalt. (Ricinusél): 4,55 Ph. L.-E.) vermischte man mit 0,10 g eines 
aktiven Blastolipasepulvers und iiberlieB sie 36 Stunden deren Einwirkung: 
sie war dann stark fettsiurehaltig (1,039 g verbrauchten in alkoholischer 
Liésung 1,00 eem n-KOH). 

17g dieser Sahne (enth. 127 Ph. L.-E.) schiittelte man 10 Min. lang 
mit 60 cem 1°/,igem (NH,),HPO, und isolierte nach 1 maliger Waschung 
mit Wasser in der Zentrifuge 21 g Sahne. 

0,750 g dieser Sahne spalteten 2,50 g Ricinusél in 20 Min. (20°, 
Py = 4,7) zu 41,7°/, entsprechend 4,65 Ph. L.-E. oder 130 Ph. L.-E. in 
der ganzen Menge der Sahne. 


Analog der Blastolipase verhilt sich das bei der Siure- 
einwirkung gebildete lipatische Produkt gegeniiber dem alka- 
lischen Phosphat; man beobachtet auch in diesem Falle eine 
fast vollige Vernichtung der Aktivitit. Tabelle 25 gibt die 
Versuchsergebnisse wieder; man schiittelte 15,0 g frischer Sahne 
eine gegebene Zeit mit 50 ccm 0,008 n-HCl und bestimmte 
nach dem Wegwaschen der Saéure die enzymatische Aktivitat 
hei p, 4,7 und 6,8; dann behandelte man 13,0g dieser Sahne 
10 Min. mit 50 ccm 1°/,igem (NH,),HPO,, wusch sie in der 
Zentrifuge 2mal mit Wasser und maf erneut ihre Wirkung. 
Die Angaben der Tabelle bezeichnen die prozentuale Spaltung 
von 2,50 g Olivenél in 20 Min. bei 20° durch Aquivalente 
Mengen der Priaparate. 


Tabelle 25. 
Behandlung von HCl-Sahne mit (NH,),HPQ,. 








Dauer d. Siéiurebeh. | Best. n-HCl-Behandlung | Best. n-Phosphat-Behandl. 
Min. Po = 4,7 pp =68 | py =4.7 | py = 6,8 
1 40,0 0,5 39,3 0,8 
30 13,7 17,3 1,1 0,0 








c) Verhalten gegen Glycerin. 


Das Verhalten der beiden Formen des Enzyms bei der 
Kinwirkung von Glycerin wird iibereinstimmend gefunden. 
Teigt man trockene, fettfreie Praparate mit Glycerin an und 
entfernt dieses dann gréBtenteils durch Abpressen oder Fil- 
tration, so findet man in den PreB- oder Filterriickstanden 
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nur einen mehr oder weniger kleinen Bruchteil der urspriing- 
lichen Wirkung; der Glycerinauszug enthalt keine Lipase, auch 
keine aktivierende Substanz. Ahnlich verlauft die Einwirkung 
von Athylenglykol. Auch die Lipase gekeimter Ricinussamen 
zeigt keine Léslichkeit in Glycerin. 


Versuch 7. 0,250 g entélter Samen spalteten 2,50 g Olivenél in 
20 Min. bei 20° und p,, = 4,7 zu 17,0°/, (entsprechend 2,25 Ph- L.-E,), 

a) 5,0 g des Samens wurden 10 Min. lang mit 7,5 g wasserfreiem 
Glycerin angeteigt; dann spalteten 0,625 g der dicken Paste 2,50 g Olivené| 
in 20 Min. zu 4,2°/, (entsprechend 0,55 Ph. L.-E.). 

b) 50,0 g derselben Samenprobe verrieb man 10 Min. mit 75 g Gly- 
cerin und preBte darauf die Paste in der hydraulischen Presse durch ein 
Koliertuch aus; man erhielt so 74 g PreBriickstand neben einer nicht 
sehr ansehnlichen Menge klarer Glycerinlésung. 

0,370 g des Riickstands bewirkten, a) fiir sich allein unter Zusatz 
von 0,25 cem Glycerin bestimmt, b) zusammen mit 0,250 g des Glycerin. 
auszuges bestimmt, a) 2,6 und b) 3,1°/, Spalt. (Olivendl), entsprechend 
a) 0,35, b) 0,40 Ph. L.-E. 

0,250 g des Glycerinauszugs bewirkten in 20 Min. bei 20° (py = 4,7) 
keine meBbare Verseifung von 2,50 g Olivendl. 

c) 2,0 g vom entélten Samen wurden in der Reibschale mit 8,0 cem 
reinem Athylenglykol angeteigt, sodann zwischen Filtrierpapier abgeprett. 

0,250 g des erhaltenen Riickstands (insgesamt 2,0 g) bewirkten noch 
1,0°/) Spalt. (Oliven6l), entsprechend 0,15 Ph. L.-E. 

Versuch 8. 0,0070 g eines nach 48stiindiger Pepsineinwirkung aus 
Sahne dargestellten Trockenpulvers spalteten 2,50 g Ricinusél in 20 Min. 
bei 20° und p, = 6,8 (eingestellt durch 2,00 ccm n-K-acetat) zu 14,1°),. 

a) 1,00 g des Priparates teigte man 10 Min. lang mit 20 cem wasser- 
freiem Glycerin an und filtrierte dann vom Riickstand ab; man erhielt 
1,60 g von diesem in glycerinfeuchtem Zustand neben 17 ecm klarem 
Glycerinauszug. 

0,05 g des Riickstands spalteten 2,50 g Ricinusél in 20 Min. bei 20 
(py = 6,8), a) fiir sich allein bestimmt, b) zusammen mit 1,2 cem vom 
Glycerinauszug bestimmt, zu a) 1,9 und b) 1,4°/). 

1,2 cem der Glycerinlésung bewirkten in 20 Min. (py, = 6,8, 20”) 
keine meBbare Hydrolyse von 2,50 g Ricinusdl. 

b) 0,10 g des Trockenpulvers verteilte man in 10 ccm wasserfreieu 
Glycerin; dann bewirkte 1,0 cem der Glycerinsuspension in 20 Min. bei 
20° und py, = 6,8 noch 2,5°/, Spaltung von 2,50 g Ricinusdl. 


Neben der unmittelbaren Wirkung des Glycerins auf das 
entfettete Enzymmaterial, die in allen Fallen stark schidigend 
gefunden wird, ist der HinfluB dieses Mittels auf das Ausmab 
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der Fettspaltung selbst zu beachten; hier findet man betricht- 
liche Unterschiede bei der Bestimmung von Spermato- und 
Blastolipase. Wéahrend fiir die Aktivitat des Keimungsenzyms 
in neutralem Mittel auch eine Konzentration von 50°/, Glycerin 
fast ohne EinfluB bleibt, setzt diese den beim sauren Optimum 
ermittelten Spaltungswert auch bei den z. B. durch Pepsin- 
einwirkung schon teilweise verinderten Praparaten stark herab. 
Wir stellen unsre an verschiedenen Praparaten ausgefiihrten 
Versuche in der nachstehenden Tabelle 26 zusammen, deren 
Angaben die proz. Hydrolyse von 2,50 g Olivenél in 20 Min. 
bei 20° durch die 1,0 g Roh-Samen iquivalente Menge der 
Priparate ausdriicken; die Menge des im Bestimmungsansatz 
vorhandenen Wassers bzw. wibrigen Glycerins betrug 4,0 ccm. 


Tabelle 26. 
Beeinflussung der Fettspaltung durch Glycerin. 





Spaltg. in 0°/, Spaltg, in 50°, 
Angew. Priparat. Glycerin bei Glycerin bei 
Pa =4,7/Py =6,8)P yp = 4,1PH = 6,8 


ee ee, - 26 |, — 
eT eee, oS ~~ 14,2 |; - 
Samen, n. 5 tg. Keim. entélt u. getr. — 5,5 — 5,5 


Trockenp. a. gestd. Sahne, n. 48std.. | 
14,8 15,4 12 | 14,1 








SS ee 
lrockenp. a. frisch. Sahne, n. 48std. | | 
him Pee. © ww s so OF | 4,8 | 15,1 


Ks erscheint indessen unsicher und ist nicht ohne weiteres 
zu entscheiden, ob die beobachteten Unterschiede auf einem ver- 
schiedenen Verhalten der beiden Enzymformen selbst beruhen 
oder ob nicht vielmehr der Einflu8 des Glycerins sich mit der 
Reaktion der Bestimmungslésung an sich dndert. So hat es 
sich bei der Untersuchung der pankreatischen Lipase ergeben, 
daB Glycerin und andere Stoffe bei saurer Reaktion die Knzym- 
wirkung unbeeiufluBt lassen oder hemmen, wahrend sie in 
alkalischer Lisung stark aktivierend wirken}). Es ist nicht 





 R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. Fr. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 125, S. 98 und zwar S. 98 (1922/28). 
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leicht zu verstehen, daB im vorliegenden Falle die Gegenwart 
des Glycerins die hydrolytische Wirkung gerade der Blastolipase 
unbeeinfluBt lassen soll, deren synthetisierende Kigenschaften 
am deutlichsten ausgeprigt sind. 


d) Synthetische Wirkung. 


Die Keimungslipase besitzt in weit stiirkerem Mage 
synthetische Wirkung als das unverinderte Samenenzym. Teigt 
man trockene, fettfreie Priparate mit Olsiure an und ver- 
mischt man diese dann mit wasserhaltigem, z. B.80°/,igem Gly- 
cerin, so findet man bei Anwendung von Blastolipase auch nach 
langerer Versuchsdauer noch einen vielfachen Betrag syntheti- 
sierten Ols, verglichen mit dem durch Spermatolipase gebildeten. 
Das Keimungsenzym ist sogar noch in 56°/,igem Glycerin zur 
Olsynthese befahigt. 


Versuch 9. a) 0,250 g entélten Ricinussamen verteilte man in 
2,191 g Olsiiure und belieB die Mischung nach Zufiigen von 5,0 g wasser- 
freiem Glycerin + 1,00 cem 0,5 n-Acetatpuffer von p;, = 4,7 24 Stunden 
bei 20°; dann entsprach die fiir die vorhandene Olsiure in alkoholischer 
Lésung gemessene Aciditit noch 7,57 cem statt ber. 7,76 eem n-KOH: 
2,5°/, der Olsiure waren also fiir die Synthese verbraucht. 

b) 0,020 g eines aus 3 Tage alter Sahne nach 24stiindiger Pepsin. 
behandlung dargesteliten Trockenpriparates tiberlie} man mit 2,260 ¢ 
Olsiiure, 5,0 g Glycerin und 1,0 cem H,O wihrend 24 Stdn. bei 20° der 
Synthese; dann betrug die Aciditét noch 5,33 cem n-Lauge statt ber. 
8,01 cem; die eingetretene Synthese belief sich auf 33,4 °/,. 


Versuch 10. a) 0,250 g entélter Samen wurden mit 0,378 g Olsiiure, 
2,0 cem Glycerin und 2,0 cem H,O 20 Min. bei 20° belassen; die gemessene 
Aciditit entsprach dann 1,40 cem n-KOH statt der fiir die zugefiigte 
Olsiiure berechneten 1,34 ccm; eine Synthese war nicht erfolgt. 

b) 0,012 g eines nach 24stiindiger Pepsineinwirkung aus Sahne berei- 
teten Trockenpulvers vermischte man mit 0,508 g Olsiure, sodann mit 1,0 ccm 
Glycerin + 1,0 cem Wasser und bestimmte die nach 20 Min. bei 20 
eingetretene Olsynthese; sie betrug 9,2°/, von der angewandten Olsiure- 
menge (gef. 1,63 cem n-KOH statt ber. 1,80 ccm). 

c) 3,06 g gekeimte Ricinusbohnen, nach 51/,taégiger Keimung zur 
Paste verrieben, bewirkten, mit 0,472 g Olsiure, 2,0 cem Glycerin und 
2,0 cem H,O vermischt, in 20 Min. bei 20° Synthese entsprechend 13,5 °/, 
der Olsiure (gef. 1,44 cem n-KOH statt ber. 1,67 ccm). 
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e) Vergleich der Wirkung auf Tributyrin und Ol. 

Uber die Hydrolyse des Triacetins durch Ricinuslipase 
haben A. E. Taylor’) sowie H. KE. Armstrong und K. Ormerod?) 
eingehende Untersuchungen ausgefiihrt. Wir priiften vergleichs- 
weise die Spaltung von Tributyrin und von Olivenél mit Trocken- 
priparaten von Spermato- und Blastolipase. Dabei zeigte sich, 
wie aus nachstehendem Versuch hervorgeht, keine verstiirkte 
Wirkung des abgebauten Enzyms auf das Glycerid der niederen 
Fettsiure; die Angaben des Versuches beziehen sich auf iqui- 
valente Mengen der Praparate. 

Versuch 11. a) 0,250 g entédlter Ricinussamen spalteten a) 2,50 g 
Olivenél, b) 2,50 g Tributyrin in 20 Min. bei 20° und p,, = 4,7 (eingestellt 
durch 2,00 ecm 0,5 n-Acetatpuffer) entsprechend a) 19,0 und b) 11,9°%,. 

b) 0,0135 g eines nach 3tigiger Pepsineinwirkung aus Sahne ge- 
wonnenen T'rockenpulvers spalteten a) 2,50 g Oliven6l, b) 2,50 ¢ Tributyrin 
in 20 Min. bei 20° und p,, = 6,8 (eingestellt durch 2,00 eem n-K-acetat 
zu a) 11,5 und b) 7,2°/,. 

1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, S. 87 (1906). 

*) Proce. Roy. Soc. Serie B, Bd. 78, S. 376 (1906). 





ra «aes 





Uber die relative Spezifitit der Hefemaltase. 
Von 


Richard Willstiitter, Richard Kuhn und Harry Sobotka. 


Siebente Mitteilung tiber Spezifitat der Enzyme’); 
fiinfte Mitteilung iiber Maltase.’) 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1923.) 


Nach Emil Fischer’) soll die Maltase der Hefe auch 
zur Spaltung anderer w-Glucoside befihigt sein. Die Priifung 
dieser Ansicht mit quantitativen Methoden hat zunichst ergeben, 
daB die enzymatischen Wirkungen verschiedener Hefen und 
ihrer Ausziige, ausgedriickt durch die Zeitwerte fiir Maltase 
und «-Methylglucosidase, kein konstantes Verhiltnis aufweisen.‘ 
Der erste Teil der vorliegenden Untersuchung ergiinzt nun die 
friheren Erfahrungen durch den Vergleich der Hydrolysen- 
geschwindigkeiten des «-Athyl-, «@-Phenylglucosids und des 
Amygdalins mit jenen der Maltase und des «-Methylglucosids. 
Fiir die Ausfiihrung dieser Versuche sind wir Herrn Dr. 
W. Steibelt, der auch die Reaktionsbedingungen der an- 
gefiihrten Hydrolysen ermittelt hat, zu Dank verpflichtet. Im 
zweiten ‘Teil priifen wir die Abhangigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeiten von der Konzentration der Substrate. Nach 
dem Vorbilde der Untersuchung iiber ,,Saccharase- und Raffinase- 
wirkung des Invertins“*) wird unter Beriicksichtigung der vou 


ve 


') Siehe die vorhergehende Abhandlung. 

*) Vierte Mitteilung tiber Maltase, Diese Zs. Bd. 115, S. 211 (1921) 
*) Diese Zs. Bd. 26, S. 60 (1898/99). 

*) R. Willstaitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd- 115, S. 199 (1921). 
*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922/23). 
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Hefe zu Hefe und von Substrat zu Substrat wechselnden 
Affinitatsbetrage aus dem Verhiltnis der Enzymwerte auf 
das Verhiltnis der Enzymmengen geschlossen. Es ergibt 


sich dabei, daB bei gleicher Konzentration der Enzym-Maltose-, 


Enzym-e-Methylglucosid- und Enzym-«-Phenylglucosid-Verbin- 
dungen auch das Verhiltnis der Zerfallsgeschwindigkeiten 


‘innerhalb der Fehlergrenzen unserer Methode unabhingig ist 
von der Herkunft der angewandten Fermentlisung. Es scheinen 
' somit zwischen den Maltasen der untersuchten Hefen keine 
| wesentlichen Unterschiede zu bestehen, wenn auch die Ursache 
| der Affinitiitsverschiedenheiten noch ungeklirt ist. Unabhingig 
davon ist aus diesen Versuchen die SchluBfolgerung zu ziehen, 
'daf eine bestimmte Hefemaltase auch zur Hydrolyse des 
_a-Methyl- und a-Phenylglucosids befihigt ist. Der einheit- 
lichen Natur der f-Glucosidase des Emulsins!) entspricht die 
| Einheitlichkeit des auf die «-Glucoside eingestellten Hefe- 
'ferments. Die Amygdalase, welche die f-glucosidische Bindung 
‘des im Amygdalin enthaltenen Disaccharids?) lost, liBt da- 
j gegen keine Beziehung zur Maltase erkennen. In einer maltase- 
' entbehrenden Hefe fanden wir sie besonders reichlich vor. 


Experimenteller Teil. 
1. Das Untersuchungsmaterial. 
Das «-Athylglucosid wurde nach der Angabe von E. Fischer’) 


dargestellt. Herrn Dr. H. 0. L. Fischer sind wir fir freundliche 
' Uberlassung von Impfkrystallen zu Dank verpflichtet. Unser 


’ ‘ Priparat schmolz bei 113—114° (unkorr.) und zeigte in 3°/, iger 
mM 


tions: 
Nach & 
nase: 
r vol i 


 Lisung [@]p = 150.6° bzw. 150,3°. 


a-Phenylglucosid, nach der Methode von E. Fischer und 


: L. v. Mechel‘) erhalten, verlor im Vakuum iiber Schwefelsiure 
 1Mol Krystallwasser. Schmelzp. = 170—171° (unkorr.). 


8,396 mg Substanz gaben nach F. Pregl 17,30 mg CO,, 4,90 mg H,O 
C,.H,.0, (256,1) Ber. 56,22°/, C 6,30°/, H 
Gef. 56,21 ” 6,53 po 
1) Vierte Mitteilung iiber Spezifitaét, Diese Zs. Bd. 129, S. 33 (1928). 
2) Chem. Ber. Bd. 56, S, 857 (1923). 
5) Chem. Ber. Bd. 28, S. 1145 (1895) und zwar S. 1153. 
4) Chem. Ber, Bd. 49, S. 2813 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 15 
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In 1 g Wasser von 30° lésen sich 0,052 g des Glucosids; 1,534 » 
Lésung enthielten naimlich 0,0757 g Substanz, 

Die untersuchten Brauereihefen verdanken wir den Be. 
trieben der Aktienbrauerei zum Léwenbriu, der Brauerei zum 
Spaten, der Brauerei G, Pschorr und der des Hofbriuhauses, 
Kine im folgenden als ,,Ottakringer Hefe“ bezeichnete dster- 
reichische Brauereihefe entstammte der Brauerei I. & J. Kuffner 
A.-G., Wien XVI, OttakringerstraBe 91. Eine obergirige Weil- 
bierhefe bezogen wir aus dem WeiBbrauhaus Schneider & Sohn, 
Miinchen im Tal. Von obergirigen Brennereihefen unter. 
suchten wir die vom Institut fiir Girungsgewerbe, Berlin N, 
vertriebenen Hefen M und XII, ferner eine Spiritusprebhefe 
aus der Spiritus- und PreBhefefabrik Stadlau, Wien XX] 
(Wolfrum A.-G.), und eine als ,,Fineste Presse Gaer“ be- 
zeichnete Bickerhefe der Dansk Gaer Central in Kopenhagen, 
die wir der Gefalligkeit des Herrn Prof. Dr. A. Jorgensen 
verdankten. 

2. Bestimmungsmethoden, 

Zur Bestimmung der Enzymwerte dienten frische Hefen 
und daraus dargestellte Extrakte. Hefemengen, deren Trocken. 
gewicht 2,5 g betrug, wurden nach dem Verfahren von R. Will- 
staitter, T. Oppenheimer und W. Steibelt?) verfliissigt und 
nach dem Neutralisieren auf 50 ccm gebracht. Von den Suspen- 
sionen wurden in der Regel angewandt fiir die Spaltung von: 


Maltose und «-Methylglucosid. . . . je 10 ccm 
a-Athylglucosid und Amygdalin . . . je 2 , 
a-Phenylglucosid . . ... — Ol 


Die Hydrolyse des Malzzuckers aie des «-Methylglucosids 
verfolgten wir unter den in der III. Mitteilung itiber Maltase’) 
beschriebenen Bedingungen. Als Ma8 fiir die Wirksamkeit 
beniitzen wir, wie es fir die Wirkungen des Emulsins ge- 
schehen ist’), Enzymwerte, nimlich das mit 1000 multiplizierte 
Reziproke der bisher geltenden Zeitwerte, die wir in 0,139 
n-Lésung der Substrate bestimmen. 

1) Diese Zs. Bd. 110, S. 232 (1920). 


2) Diese Zs, Bd. 115, S. 199 (1921). 
5) Diese Zs. Bd. 129, S. 33 (1923) und zwar S. 35f. 
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A. Quantitative Bestimmung der Amygdalinspaltung. 


Den Amygdalasewert (Agd.-W.) berechnen wir in der eben 
angefiihrten Weise aus der Zeit in Minuten, die 0,2 g trockene 
Hefe oder die dieser Menge entsprechende Enzymlésung braucht, 
um bei 30° 0,7097 g Amygdalin (C,,H,,O,,N-3H,O) zur Halfte 
zu hydrolysieren, wenn diese in 10 ccm 0,1 n-Citratgemisch 
vom py=5,5 enthalten sind. Der gebildete Zucker wurde 
nach der Methode von G. Bertrand bestimmt. Eine gewisse 
Ungenauigkeit der Resultate wird dadurch bedingt, daB einzelne 
Hefen auch das gebildete Prunasin merklich unter Blausiure- 
entwicklung angriffen.') Das optimale py wurde unter Ver- 
wendung eines Chloroformextrakts aus frischer Léwenbriiuhefe 
zu 5,5 ermittelt. 

















Tabelle I. 
Amygdalinspaltung bei wechselnder Aciditit. 
Versuchs- | 5cem verbr. Zeit d: halben 
Pu Puffer dauer Permanganat} Spaltung Hydrolyse 
(Stdn.) (cem) (°/5) (Stdn.) 
4,8 Phosphat 16 6,36 26,0 38,8 
10,0; 0,0 
5,8 | Phosphat 16 6,49 26,7 37,3 
9,2; 0,8 
6,8 Phosphat 16 5,16 20,8 51,0 
5,0; 5,0 
7,8 Phosphat 16 4,15 16,6 70 
0,8; 9,2 
5,0 | Citrat-NaOH 40 10,53 44,6 46,5 
10,0; 0,0 
Citrat-NaOH 40 11,26 47,8 42.5 
7,3; 2,7 
6,0 | Citrat-NaOH 40 10,64 45,2 45,5 
6,0; 4,0 

















Im Bereiche 1:3 ist ferner die Reaktionsgeschwindigkeit 
den angewendeten Enzymmengen direkt proportional. 


1) Vgl. C. Neuberg und E. Firber, Biochem. Zs. Bd. 78, S. 264 
(1917), 


15* 
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Enzymmenge Zeit 
in 10 cem (Stdn.) 

1 ecem 72 

3 ecm 24 








Cu Spaltung 
(mg) "ae 
41,9 48,4 
48,4 48,9 





Der zeitliche Verlauf der Amygdalinspaltung fiigt sich, 
wie aus den Versuchen der Tabelle II hervorgeht, der fiir eine 
monomolekulare Reaktion berechneten Gleichung. 


Tabelle IL. 
Zeitlicher Verlauf der Amygdalinspaltung. 


30°; 7,097°/,ige Amygdalinlésung; p,,=5,5. 








Zeit 


Min. 


850 
1635 
2670 
3850 
4370 
5300 
6745 
8400 


1280 
2450 
2980 
3900 
5350 
7000 


x ecm 
verbr. 


mem DO Dw O&O We OI 








pomwo - ol 








Permanganat Spaltung — 
cem so 
3,72 14,8 (81,5) 
4,84 24,3 70,3 
6,79 34,8 69,5 
6,76 46,1 69,9 
7,37 50,6 70,1 
5,55 56,2 67,7 
6,50 66,4 69,7 
3,82 76,2 74,2 
5,74 23,4 90,5 
7,50 38,7 94,0 
6,57 44,9 86,8 
7,81 53,7 85,8 
6,44 65,8 87,3 
7,10 17,5 92,5 


B. Reaktionsbedingungen fiir die Hydrolyse 
des a-Athylglucosids. 


Bei vergleichenden Analysen des Reaktionsverlaufs nach 
G. Bertrand und nach der polarimetrischen Methode ergeben 
sich bei der Hydrolyse des «-Methyl- und «-Athylglucosids 
Differenzen in dem Sinne, da’ nach der Kupfermethode weniger 
Glucose gefunden wird. Die Divergenz kann nicht ausschlieBlich 
auf die Kigendrehung der Extrakte, bzw. den Ubertritt links- 
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drehender Substanzen aus der Hefe in das Reaktionsgemisch 
zuriickgefiihrt werden. Die Tatsache, daB bei Anwendung von 
Hefeausziigen die Differenz mit der Linge der Versuchsdauer 
zunimmt, deutet vielmehr auf eine chemische Reaktion des 
Zuckers mit Inhaltsstoffen der Hefe.") 
1. Beispiel. Extrakt aus Léwenbriuhefe mit «-Methylglucosid. 
nach 60 Min. nach 155 Min. 








optisch 29,0 49,1 
reduktometrisch 26,2 44,5 , 0/, Spaltung 
Differenz 2,8 4,6 


2. Beispiel. Fiir «-Athylglucosid ergaben sich: 


nach 60 Min. 





nach 155 Min. 


optisch 29,8 52,0 
reduktometrisch 28,6 49,6 %/, Spaltung 
Differenz 1,2 2,4 


Zu allen folgenden Versuchen bedienten wir uns der polari- 
metrischen Bestimmungsmethode und lieBen das Enzym, der 
Definition des Enzymwertes entsprechend, in 2,889°/, iger 
Athylglucosidlésung von pg = 6,8 (m/15-Phosphat enthaltend) 
wirken. Nach Verdiinnung mit */, Volumen 2 n-Sodalésung be- 
trigt die Anfangsdrehung des Reaktionsgemisches im 2 dm- Rohr 
7,20°, die Enddrehung 2,20°. Als optimales py ergab sich unter 
Anwendung eines Chloroformauszugs aus frischer Léwenbriu- 
hefe 6,8. Bei 6,4 und 7,2 war die Wirksamkeit um 5°/, geringer. 

Proportionalitat von Enzymmenge und Reaktionsgeschwindig- 
keit ist im gepriiften Bereich von 1:10 genau erfiillt. 


ee pes ia . 
Sat Pa ccnp a 8 ag oR mn nie 




















Enzymmenge Zeit Drehungsabnahme Spaltung 
com __|____Min. sseiieeccenetl = 
1 40 2,43 48,6 
0,1 40 2,41 48,2 











Die Kinetik der Glucosidhydrolyse folgt bald dem Gesetz 
fir eine monomolare Reaktion, bald verlauft die Zeit-Umsatz- 
kurve wesentlich flacher. Als Beispiele seien zwei mit Extrakten 


1) Vgl. H. Sobotka: Zur Kenntnis der Trockenhefe, Diese Zs. 


im Druck. 
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aus Léwenbriuhefe (Tabelle III) und ein mit Hefeauszug aus 
Ottokringer Brauereihefe (Tabelle IV) ausgefiihrter Versuch 


mitgeteilt. 


Tabelle IIL. 


Zeitlicher Verlauf der «-Athylglucosidspaltung; Liwenbriiuhefeauszug 30°: 


2,889°/, Substrat, p,, = 6,8. 








Zeit 


Min. 


1} 
\| 





mwpre wow ef oO 


wm wow & - or 


ecm 
6,97 
8,77 
7,86 
9,04 
6,34 
7,08 
8,06 


4,58 
6,46 
6,68 
8,03 
6,39 
7,60 





Tabelle IV. 


Permanganat 





Spaltung 
°/o 


28,6 
45,7 
54,0 
63,0 
65,6 
72,6 
83,4 


18,8 
33,0 
45,2 
65,2 
78,6 





Hydrolyse des «-Athylglucosids durch Enzymlésung aus Ottakringer Hefe. 


Versuchsbedingungen wie in Tabelle III. 





Zeit 


_ Min. 


30 
60 
120 
180 
240 
320 


C. 


Den Reaktionsverlauf verfolgten wir wie beim Amygdalin 
Der Definition von Enzymwert 


mittels der Kupfermethode. 





Drehungsabnahme 


(°) 





Spaltung 


(°/o) 


14,8 
24,8 
36.6 
45,0 
51.0 
56,0 





k-10' 


23,2 
20,6 
16,5 
14,5 
12,9 


11,1 


Zur Hydrolyse des e-Phenylglucosids. 
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entsprechend waren 0,3556 g des Glucosids in 10 cem Phosphat- 
gemisch von 6,8 enthalten. Bei wechselnder Aciditaét fanden 
wir nimlich py 6,8 etwas giinstiger als 6,4 und 7,2. Proportio- 
nalitat von Fermentmenge und Hydrolysengeschwindigkeit gilt 
fir den gepriiften Bereich 1:6. 





Enzymmenge Zeit Cu aus 1 ccm Spaltung 
in 10 cem (Min.) | (mg) | ‘2 th 
0,15 195 24,9 49,1 
0,90 32,5 24,7 48,8 











Der in Tabelle V wiedergegebene Verlauf der Zucker- 
bildung fiigt sich bis zu etwa 50°/, Spaltung gut der von 
R. Willstatter und W. Steibelt fiir die Hydrolyse des «-Methyl- 
glucosids mitgeteilten Kurve. 


Tabelle V. 
Kinetik der a-Phenylglucosidspaltung. 





30°; 3,556 °/, Glucosid; Pr = 6,8. 

Zeit x eem Permanganat Spaltun 
' P 6 k+ 104 

(Min.) verbr. (cem) (°/o) 
30 2 1,74 16,8 26,5 
70 2 2,97 29,0 21,2 
120 2 3,96 38,8 17,8 
195 I 2.54 49,9 15,0 
275 1 2,86 55,0 12,6 
450 1 3,18 62,0 9,0 














3. Die Enzymwerte und ihre Quotienten. 


In den Tabellen VI und VII sind jene Enzymwerte, die 
fiir eine Reaktion erster Ordnung berechnet sind, mit + ver- 
sehen. Die iibrigen sind graphisch nach der erwihnten Methyl- 
glucosidasekurve gefunden worden. Von den _ untersuchten 
Hefen weisen in Ubereinstimmung mit den friiheren Erfahrungen 
die Miinchener Brauereihefen die stirkste Maltasewirkung auf. 
Spatenbriiu- und Léwenbriuhefe sind auch fiir die Hydrolyse 
der iibrigen Substrate am besten geeignet. Die maltaseirmere 
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dinische Biackerhefe wirkt auch auf Methyl-, Athyl- und Phenyl- 
glucosid schwicher, wahrend sie der Amygdalase entbehrt. 
Die maltasearmen Brennereihefen M und XII spalten auch 
das «-Phenylglucosid bedeutend langsamer als die iibrigen 
Hefen. Eine Wirkung auf Amygdalin konnte hier iiberhaupt 
nicht festgestellt werden. Auffallend ist der Amygdalasereich- 
tum der PreBhefe von Stadlau, die sich hinsichtlich ihrer 
sonstigen Glucosidasewerte den Berliner Brauereihefen anreilt, 


Tabelle VL 


Wirkung frischer Hefen auf Malzzucker, o-Methyl-, a-Athyl-, a-Phenyl- 
glucosid sowie Amygdalin. 








a _ Maltase- | a-Methy]-| a-Athyl- | Phenyl-| Amygd.- 
Wert | gl.-Wert | gl.-Wert | gl.-Wert | Wert 
1 | Kopenhagener 8,28 3,84 + 4,76 21,7 0') 
(20. XII. 21). $22 | 377+ | 461 20,8 02) 
2 | Kopenhagener | ..... 3,45 7,14 + a er 
(10. INT. 22) .] ..... 3,45 6,67 + me fF ious 
3 | Ottakringer..| 13,3 5,00 7,68 + | 42,6 0,167 
(a a eee 4,55 6,67 + 38,5 0,159 
4 | Ottakringer..j| ..... 4,88 14,9 ae ee 
Coe. —_ se ae 14,8 ma 2 
5 | Spatenbriiu . . 30,3 8,54 + | 24,4 + |] 156 0,200 
(27, I. 22)...| 20,3 840+ 1204 +] 154 | ..... 
6 | Léwenbriu . . 37,0 7,52 22,7 + |] 154 0,278 
i. ee 7,46 19.6 +] 159 | ..... 
7 | Stadlauer ... (0,1) 2 i. ere 1,25 0,278 
8 | Rasse XII (0,5) aa eer 1,48 0°) 
9 | Rasse M (0,7) | (0,87) |..... 2,10 | 04) 




















Die Wirkungswerte der Hefeausziige (Tabelle VII) ent- 
sprechen im wesentlichen denen des Ausgangsmaterials. Be- 


merkenswert ist der verhiltnismaBig giinstige Amygdalasewert 





1) Bestimmungsdauer 4 Tage. 
7 ” 20 ”? 

" 1 Tag. 
5 Tage. 


3 
) ? 


*) % 





el 


1: 


lt 


li 


— 











eines Auszugs aus einer Kopenhagener Hefe, die 2'/, Monate 
spiter als die in Tabelle VI (Nr. 1) verzeichnete amygdalase- 
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freie Lieferung bezogen wurde. 


Tabelle VII. 


Wirkungswerte verschiedener Hefeausziige. 
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Nr. 


ry 


10 





Extrakt aus 


Kopenhagener 
(10. IIT. 22). . 
Wei8briiu... 
(15. IL. 22) .. 
Hofbriiu, . . 

(22. 11.22)... 
Pschorrbriu. . 

(6. II. 22 
Ottakringer. . 
(15. III. 22). . 
Derselbe, 

2 Tage ilter 
Spatenbriiu . . 
(27. I. 23) .. 
Léwenbriiu- 
hefe (14.11.22 
Derselbe, 

4 Tage ilter 
Derselbe, 

7 Tage ilter 
Léwenbriuhefe 
(21. III. 22 
Derselbe, 





6 Tage spiter 


Die Tabellen VIII und LX unterrichteten iiber das Ver- 
haltnis der in den Tabellen VI und VII angefiihrten Enzym- 
werte. Die Zahlen der 3.—6. Spalte sind auf Maltase, die der 
7.—9. auf a-Methylglucosidase bezogen. 


Maltase- 
Wert 


ee ee 


“seee 
on eg 6 6 


eeeee 


a-Methyl- 
gl.-Wert 








t++tt+ tt 


3,51 + 
2,14 + 
15,2 + 


0,71 + 
1,00 + 





a-Phenyl- 


gl.-Wert 


*eeee 
e666 
oes ee 
eevee 





Amygd.- 
Wert 
0,13 
0,14 


0,20 


0,40 


; 
f 
¥ 
i 
. 
i 
; 
f 
: 
. 
t 
z 
‘ 
z 
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Tabelle VIII. 


Enzymwertquotienten der Hefen. 
























































Nr Hefe o-Meth. a-Athyl a-Phen. | Amygd a-Athyl a-Phen. Amy 
Malt. Malt. Malt. Malt. | a-Meth. | a-Meth. | «Me 
1 | Kopenhagener 1,17 1,44 6,53 | 0,00 1,23 5,59 | 09 
2 nf oe eva were s cere 2,00 4,62 |... 
3 | Ottakringer..] 0,36 0,54 3.05 | 0,012 1,50 8,63 | 0% 
4 - vean wee eee eee 3,05 28,4 va 
5 | Spatenbriu.. 0,28 0,74 5,12 | 0,0066 2,65 18,3 (03 
6 | Léwenbriu..] 0,2 0,57 4,22 | 0,0075 2,82 20,9 0,0 
7 | Stadlauer ... {| (1,4) (12,5) | (2,78) (8,9) | (20) 
8 | Rasse XII (0,38) (3,0) 0,0 (7,8) 00 
9 | Rasse M....{] (0,58) (3,0) 0.0 (5,7) ()\ 
Tabelle IX. 
Enzymwertquotienten der Extrakte. 

i . ; a-Meth. | «-Athyl | «-Phen. | Amygd. | «-Athyl | «-Phen. | Any 
Nr) Extrekt ous [ai | Malt | Male | Malt |oMeth. | oMeth. joi 
10 | Kopenhagener 0,18 seek a aire 0,9: 
11 | WeiBbriiu. . 0,26 0,69 Wikies 0,0056 2,68) .... | 00 
12 | Hofbriu....]| 0,17 0,37 3,18 0,0028 2,25} 19,1 0,01 
13 | Pschorrbrau 0,29 0,71 6,12 0,012 2,44) 20,9 0,04 
14 | Ottakringer..| 0,30 1,34 a eee 4,38} 26,0 

14a ¥ ssc weet ean eon peer 8,29] 31,9 

15 | Spatenbriiu . . 0,23 0,70 2 eee 8,11] 26,2 

16 | Léwenbriiu . . 0,25 OT © sexs. Bicvsess 2,73 

— ff OR eas Bo iceee BD eue Bseeies 2,53 

| re Sree Bee te 2,56 

Tg!) Bl awe eee eee 2.65 

a. xy a ook Be eee >100 


























Das scheinbare Mengenverhialtnis der «-Methylglucosidase 
zur Maltase schwankt bei den angefiihrten Hefen zwischen 0,2 
fiir Léwenbrauhefe und 1,4 fiir die PreBhefe von Stadlau. Ge- 
ringer sind die Schwankungen, die bei den Ausziigen gefunden 


wurden. 


Hefeauszug) verhalten sich wie 4: 7. 


Die 


Die extremen Quotienten (Hofbrau- und Ottakringer 


auf Maltase be- 


zogenen Athylwertquotienten (0,5—1,4) differieren bei den 
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Hefen nur halb so stark wie die entsprechenden Methylwert- 
quotienten. Sie erreichen dagegen bei den Enzymlésungen das 
Verhiltnis 0,37 (Hofbriiu) zu 1,34 (Auszug aus Ottakringer Hefe). 
Bei denselben Extrakten ergeben sich auch die gréBten Unter- 
schiede fiir das Verhiltnis Phenylglucosidase: Maltase und 
Athyl: Methylglucosidase (2,25 bzw. 4,38). 


4. Die Affinitaten der Maltasen. 


Bei der Bestimmung der Aktivitits-pg-Kurven beschrankten 
wir uns auf den Vergleich des Malzzuckers mit den einfachsten 
Vertretern der aliphatischen und aromatischen «-Glucoside. Als 
Ferment dienten durchwegs 10°/,ige Neutralausziige aus ge- 
trockneten Hefen. Wir entschieden uns fiir zwei nach Tabelle IX 
modglichst verschiedene Brauereihefen, niimlich fir die Hefe 
Nr. 12 (Hofbriiu) und (in Ermangelung der Ottakringer Bierhefe) 
fir eine am 2. IJ. 1923 getrocknete Hefe der Léwenbrauerei; 
als Brennereihefe wurde ein getrockneter Anteil: der in den 
Tabellen VI und VIII mit Nr. 1 bezeichneten Kopenhagener 
Hefe gewihlt. Von den Extrakten lieBen wir fiir die Spaltung 
von Maltose und Methylglucosid je 10 ccm, fiir die des Phenyl- 
derivates 0,5 ccm in 50 ccm 0,4 n-Phosphat (pg = 6,8) enthalten- 
den Glucosidlésungen wechselnder Konzentration bei 30°+0,05° 
wirken. Zur Sistierung der Enzymwirkung wurden in der 
Regel 10 ccm 1°/, ige Mercurichloridlésung auf 10 ccm Reaktions- 
gemisch angewandt; der Spaltungsgrad wurde friihestens nach 
3 stiindigem Stehen polarimetrisch ermittelt. Bei den in der 
4. Spalte der T'abellen X—XVII angefiihrten Drehungswerten 
ist der Verdiinnung durch die Sublimatlésung bereits Rechnung 
getragen. Die zu jeder Affinititsmessung gehérigen 5—6 Ver- 
suche setzten wir gleichzeitig an. Wegen der geringen Halt- 
barkeit der Maltaselésungen sind die in Tabelle XVIII ver- 
zeichneten Reaktionskonstanten in 0,14 n-Lésung?) noch be- 
sonders ermittelt worden. Die Affinititen zu den verschiedenen 
Substraten konnten wir niimlich nicht mit ein und derselben 
Knzymlésung an einem Tage bestimmen. 


*) Anstatt der in den friiheren Untersuchungen tber Maltase ge- 
wihlten Konzentration 0,139. 
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Tabelle X. 
Léwenbriuhefe, Maltose. 
Kya = 0,12. 











(Maltose] 


0,240 


0,142 


0,0937 


0,0466 


0,0234 


0,0117 
































Relative 


Anfangs- 


veschw. 


(10 Min.) 


200 


$0 


50 


27 


(147) 


Z Dre- 
feit | Drehung}| hungs- 
log [Ma] (Min.) (°) abnahme 
— cere (“) 
0,62 o | [22,76] 
0,8 | 22,64 0,12 
20,3 | 19,72 3,04 
40,2 | 18,38 4,38 
70,2 | 17,26 5,50 
0,85 0 | [13,37] ai 
1,0 | 13,26 0,11 
20,2 | 11,06 2.31 
40,2 | 10,02 3,35 
70,0 | 9,10 4,27 
1,03 0 [8,84] — 
0,8 8,76 0,08 
20,0 6,86 1,98 
40,0 6,10 2,74 
69,3 5,44 3,40 
1,33 0 [4,39] — 
0,8 4,34 0,05 
19,6 | 3,14 1,25 
40,0 2,64 1,75 
70,5 2,40 1,99 
1,63 0 [2,18] — 
0,8 2,16 0,02 
30,0 1,28 0,90 
71,0 1,08 1,10 
1,93 0 [1,09] — 
0,6 1,08 0,01 
31,3 | 0,59 0,50 
70,0 0,48 0,61 
Tabelle XI. 
Hofbriiuhefe, Maltose. 
Kora = 9,145. 
0,61 o | [23,10] ste 
0,8 | 22,94 0,16 
6,0 | 21,92 1,18 
20,6 | 20,64 2.46 
40,2 | 20,00 3,10 




















100 0 


— 
er.| gef. | 4 
=< Sonar ee : : 


66,6 | 68,3 | +17 
53,2 | 51,8 | -14 
43,8 | 44,4 | +05 
28,2 | 27,4 | —06 
16,4 17,0 | +05 
9.2 92 +0 
} 
62,8 | (71,4) (+8 





0,0 


0,0 


0,3 


0,1 


0,0 
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Tabelle XI (Fortsetzung). 





ee ro eeeciansbianeadengheaeunieealincednadoaaanaget 



































. Zeit Dre- Relative 100 9 | 
el o in 5 4 
— FF. "| (Min.) (°) abnahme | geschw. ; 
(°) (10 Min.) | ber. | gef. A 
HE 0,146 0,84 0 | {13,80} ‘al | 
4§ 0,7] 13,72 0,08 
— 6,0} 13,12 0,68 106 50,2} 50,4 | +0,2 
31,2] 11,82 1,98 | | 
| 48,0] 11,40 2,40 | | 
+Li ME 0,0948 1,02 0 [9,48] ~ | 
7 0,6 9,42 0,06 | 
10,9] 8,54 0,94 86 | 40,9! 40,9 | £0 
24,8 8,06 1,42 | | 
| 49,2] 7,54 1,94 | 
-14 9 0.0472 1,33 0 [4,45] _ 
0,7] 4,42 0,03 | | 
10,3} 3,94 0,51 51 | 24,6 | 24.3 | —0,3 
25,3| 3,58 0,87 | 
50,2] 3,24 1,21 | 
+06 ME 00293 | 1,53 0 [2,26] a | | 
0,7] 2,24 0,02 Pe eee 
15,2] 1,80 0,46 ~ ee, oe | oe 
41,1] 1,39 0,87 
0,0107 1,97 0 [1,01] — | 
gl 0,6 1,00 0,01 - — | 
" 15,0} 0,84 0,17 - a Se | ee 
39,0] 0,61 0,40 | 
: Tabelle XII. 
+05 Kopenhagener Hefe, Maltose. 
; Kya = 0,30. 
0,313 0,50 0 | [29,56] — | | 
1,0] 29,40 0,16 ; ae | 
“el eet ae | oP Pee 
85,2; 24,30 5,26 | 
0,198 0,71 0 | [18,20] _ | | 
0,8] 18,16 0,04 | | 
40,2 | 16,06 2,14 213 | 39,1} 39,2 | +0,1 
82,4] 15,48 2,72 | | 
184,8| 14,08 4,14 | 
0,0972 1,01 0 [9,18] — | 
— 0,8] 9,16 0,02 | | 
+88 40,8] 7,84 1,34 132 | 24,5} 24,3 | —0,2 
79,9| 7,44 1,74 | 
173,6| 6,64 2,54 | 
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Tabelle XII (Fortsetzung). 





















































Zeit Dre- Relative nie ‘ q 
€l rg. z = 
{Maltose] —log | Ma} " Drehung hungs Anfangs ge SE 
(Min.) (°) abnahme | geschw. l l 
(°) (10 Min.) | ber.| gef. | 4 
0,0473 1,33 0 [4,56] es | ¥ 
1,0 4,54 0,02 | 
40,4 3,82 0,74 13 13,6 | 13,5 | —01 
79,0 3,54 1,02 | 
175,5 3,00 1,56 | 
0,0231 1,64 0 [2,07] — | 
1,2 2,06 0,01 | 
40,4 1,68 0,39 38 6,8 7,0 | 4.9 
81,1 1,46 0,61 | | 
179,0 1,18 0,89 
Tabelle XIII. 
Léwenbriuhefe, o-Methylglucosid. 
Kye = 0,075. 
we Dre- | Relative 100 
| Methyl- Zeit | Drehung| hungs- | Anfangs- ° 
4 —log { Me] ff ee 
glucosid | 5 (Min.) (°) abnahme | geschw. l : 
(°) | (20 Min.) | ber-| gef | 4 
0,2505 0,60 0 [15,35] — | 
0,5} 15,32 0,03 | 
30 13,60 1,75 122 | 77,0} 77,3 | +03 
60 12,60 2,75 | 
100 11,82 8,53 
0,1205 0,92 0 [7,40] ~ 
1,0 7,36 0,04 
31,5 6,08 1,32 98 |61,8/ 61,9 | +0, 
60 5,44 1,96 | 
100 4,82 2,58 
0,0608 1,22 0 [3,73] _ 
0,5 3,72 0,01 | 
30,5 2,86 0,87 68 | 44,8 | 44,2 | -0,6 
60 2,42 1,31 | | 
100 2,16 1,57 | 
0,0313 1,50 0 [1,92 — | 
0,5 1,91 0,01 Stiles | 
35 | 1,31 | 0,61 AG 1 96,9 | 28;7 | -O 
80 0,99 0,93 | 
0,0158 1,80 0 [0,97] — | | 
1 0,96 0,01 . rare 
35 0,64 0°33 26 17,4 | 17,6 | +0, 
83 0,42 0,55 


























O13 


0,05) 


0,02: 


0,01 


0,30 


0,19 
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Tabelle XIV. | 















































—==—= Hof briuhefe, o«-Metylglucosid. 
Kye = 0,028, 
4 cn p ba T Dre . Relative ‘aes 
— J ‘Methy!- —log [Me] Zeit Drehung | hungs- | Anfangs- aid 
glucosid | 5 (Min.) (°) abnahme | geschw. | ~=|  ~ . 
| (°) (20 Min.) ber. | gef. | 4 
—0.1 ait ) r | 
+ 0,231 0,64 QO | [14,15] ~ | | 
0,8} 14,12 0,03 | | 
10,2] 13,76 0,39 (91)') | 89,3 (>100))  — 
50 12,80 1,35 | 
100 11,92 2,23 | 
FO. oo 1i9 0,92 0 [7,28] “ 
0;8 7,26 0,02 | 
45 6,54 0,74 53 81,0; 81,0 | £0 
90,2 6,04 1,24 | 
135 5,78 1,50 | 
0,0567 1,25 0 [3,47] _ | 
0,6 3,45 0,02 
50 2,80 0,67 43 67,0 | 66,4 | —0,6 
— 90 2,56 0,91 
134,6 2,28 1,19 
0,0284 1,55 0 [1,74] — 
0,8 1,73 0,01 . " 
4 574 1'20 0,54 33 50,3 | 51,0 | +0,7 
=" 119,2 0,92 0,82 
| 0,0158 1,80 0 [0,97] = 
+(,3 0,7 0,97 asin . a 
61.2 0,60 0,37 23 36,0 | 35,9 0,1 
120,3 0,43 0,54 | | 
Tabelle XV. 
+011 Kopenhagener Hefe, a-Methylglucosid. 
Ky, = 0,037. 
| 0,303 0,52 0 [18,58] _— 
1,0} 18,54 0,04 : 
20,0} 18,14 0,44 (46)2) | 89,4; — — 
— 0,6 75,0] 17,84 0,74 
171,2} 17,22 1,36 | 
0,199 0,70 0 [12,21] — 
0,7} 12,20 0,01 
02 60,7} 11,68 0,53 37 84,3 | 85,3 | +1,0 
134.9} 11,24 0,97 
323,0 | 10,54 1,67 | 




















——— 


. ’) Der erste Versuch war 4 Stunden vor den andern Versuchen angesetzt 
+0" BAvorden 


*) Mehrere Stunden friiher angesetzt. 
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Tabelle XV (Fortsetzung). 





















































: Dre- | Relative 100 | 
[Methyl- | _,,,, Zeit | Drehung| hungs- | Anfangs- 8 
4 1—log[Me]} __. St 
glucosid | (Min.) (°) abnahme | geschw. nie 
(°) (20 Min.) | ber.| gef. | 4 
0,098 1,01 0 M602 a | 
60,1 5,60 0,42 31 72,5 | 71,6 | -03 
127,6 | 5,30 0,72 | 
319,4 | 4,73 1,29 
0,0512 1,29 0 
o7f] td Wt 
70,3 | 2,76 0,38 25 1580] 57,7 | -03 
129,6 | 2,50 0,64 
18,3 | 2,14 1,00 
0,0261 1,58 0 
aat| 160 an 
75,0 | 1,26 0,34 18 41,3} 41,7 | +04 
133,7 ] 1,14 0,46 
320,6 | 0,92 0,68 
Tabelle XVI. 
Léwenbriuhefe, a-Phenylglucosid. 
Kp, -” 0,050, 
Re Dre- Relative 100 . 
[Phenyl- —log [Ph] Zeit Drehung | hungs- | Anfangs- e 
glucosid|] 8 (Min.) (9) abnahme | geschw. | y ae: oe 
(°) (10 Min.) | ber.| gef. | 4 
0,0808 1,09 0 [7,50] ~“ 
08} 7,44 0,06 59 61,8 | 62,0 | +0: 
10,1 | 6,90 0,60 
0,0389 1,41 0 [3,61] oo | 
0,7] 3,56 0,05 | | 
9,9] 3,20 0,41 41 43,8} 43,0 | -039% 
19.9] 2,96 0,65 | 
30,2] 2,80 0,81 | 
0,0178 | 1,75 o | [1,65] ae | 
0,8] 1,62 0,03 | 
10,0} 1,40 0,25 25 | 26,2! 26,3 | +0 
20,0} 1,20 0,45 
30,1] 1,00 0,65 
0,0089 2,05 0 [0,71] sit 
0,9} 0,70 0,01 
10,2] 0,55 0,16 16 15,1| 16,8 | +1, 
20,0 0,39 0,32 | 
30,2] 0,29 0,42 | 





























nee 





(Ph 


Flu 


0. 


r 0.0 


F 0,0 


» 0.0 


0.0) 
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Tabelle XVII. | 






































— 
Hofbriuhefe, «-Phenylglucosid. | 
| Kp, = 0,021. 3 
A ————————— — - —————-— ———_————— $$ i 
=— as Dre- | Relative 
F (Phenyl- ~log [Ph] Zeit Drehung | hungs- | Anfangs- ne 
|  clucosid] © (Min.) (°) abnahme | geschw. Se ety wage 
| — 9 7 . (°) (10 Min.) ber. gef. A 
P 0.0842 1,07 0 [7,79] oe 
| 4 0,9 | 7,76 0,03 47 90; — | — 
| 5,2 | 7,50 0,29 
— ji 
0.0448 1,33 0 [4,11] ce 
: 1,1 4,08 0,03 
11,3 | 3,76 0,35 30 67,9 | 68,0 | +0,1 
22,0 | 3,40 0,71 
37,2 | 3,12 0,99 
+04 
F 60,0202 1,69 0 [1,88] — 
0,8 | 1,86 0,02 
11,5 | 1,62 0,26 22 49,2| 49,8 | +0,6 
26,1 1,36 0,52 
42.2 1 1,16 0,72 
0.0140 1,85 0 [1,30} _ 
0,7 | 1,28 0,02 
al 12,2 | 1,10 0,20 17 39,9 | 39,3 | —0,6 
ele 24,8 0,92 0,38 
| 42,3 | 0,66 0,64 | 
y Ap 0.0078 2,11 0 [0,73] — | 
0,4 0,72 0,01 | 
13.9 | 0,58 0,15 12 27,2} 27,2 | £0 
27,2 | 0,43 0,30 
+0. 42.2 | 0,25 0,48 
ft In wiederholten Versuchen konnten wir uns jedoch davon 
“"P iiberzeugen, daB gleichmiBig bereitete Ausziige aus einer ; 





bestimmten Trockenhefe in ihrer Wirksamkeit geniigend iiberein- 
stimmten. Wegen der wechselnden Kinetik der einzelnen 
Hydrolysen sind in Tab. X VIII die Reaktionskonstanten graphisch 
fiir die Zeit ¢ = 0 extrapoliert. 


Daneben sind die den Tab. X—XVII entnommenen schein- 
baren Dissoziationskonstanten der Reaktionszwischenprodukte 
verzeichnet. Wie die f-Glucosidase des Emulsins, so _besitzt 
auch die Maltase der Hefe zum aliphatischen Glucosid durch- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV, 16 


-f- 
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schnittlich kleinere Affinitét als zum Derivat des Phenols, 
Allerdings ist die Reihenfolge der Affinititen bei den einzelnen 
Maltasen nicht die gleiche. 


Tabelle XVIII. 


Reaktions- und Dissoziationskonstanten der untersuchten Maltaselésungen. 

















Reaktionskonstante x 
10* fiir 1 g Trockenhefe | Dissoziationskonstante 
in 50 ccm 
Auszug aus ane” ; a meenneieeed Maen 
2 | Se | oe o | wba | te 
gs | 2s | es] s | B83 | Bs 
= |; oO o Ba | @aeitse 
S|} es | a8 2 | SB | ak 
a | aw | Ae a | Bt | Oe 
= Sa ——---—-—" a 
Lowenbrauhefe 91 23 | 682 0,12 | 0,075 | 0,050 
Hof briiuhefe 50 | 15,5 536 | 0,145 | 0,028 | 0,021 
Kopenhagener Hefe . 25 14 — 0,30 | 0037 > — 


Die Quotienten der Reaktionskonstanten Qoiin gehen aus 
der 2. und 4. Spalte der Tab. XIX hervor. Sie differieren fiir 
Methylglucosid zu Maltose wie 1:2,5. Die auf die Substrat- —& 
konzentration [S| =oo reduzierten Quotienten (3. Spalte) sind J zc 
dagegen weit innerhalb der méglichen Versuchsfehler von M 
+ 20°/, konstant. Durch die groBe Affinitiit der Maltase zum T 
«-Phenylglucosid (0 in 0,14n-Lisung > %/,) ist es bedingt, dab — M 








trotz der im Verhiltnis 1:2,5 schwankenden fpp-Werte, die | st 
Quotienten fiir Phenylglucosid: Maltose bei iibereinstimmen- J 
dem ky, nur wie 1:1,5 divergieren. Aber auch diese Divergenz — P 
verringert sich bei Beriicksichtigung der Verschiedenheit der — M 
scheinbaren Dissoziationsreste. By 
BSC 
Tabelle XIX. a di 
Vergleich der beobachteten und reduzierten Enzymwertquotienten. , 
; Methylglue. /Maltose | Phenylgluc. /Maltose si 
Enzym aus CLM... %.. cee ZI 
Qos | Qe Qu | Qe : 
Léwenbriiuhefe .. . 0,25 | 0,21 7,0 a1 
Hofbriiuhefe . .. . 0,31 | 0,18 10,7 6,1 
Kopenhagener Hefe . . 0,56 | 0,28 —- | =< 


































Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfunktion. 


I, Die Wirkung verschiedener Anionen 
auf den Lactacidogenwechsel im Froschmuskelbrei. 
Von 


G. Embden und E. Lehnartz. 


0 Mit 20 Figuren im Text. 
2] 


BS IUCOSia 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


us (Der Redaktion zugegangen am 26. November 1923.) 
be) 


fiir 

at- & In einer Reihe von Untersuchungen aus dem letzten Jahr- 
nd —& zehnt haben wir iiber den Chemismus der Saurebildung im 
on [— Muskel Klarheit zu gewinnen versucht. Ausgehend von der 
im [— Tatsache, daB neben Milchsiure, deren Auftreten bei der 
aB [fF Muskelarbeit seit Fletcher und Hopkins!) endgiiltig fest- 
lie #& stand, unter gewissen Versuchsbedingungen im frischen Muskel- 
n- [ preBsaft annahernd aquimolekulare Mengen anorganischer 
nz {§— Phosphorsiiure entstehen?), konnten wir schlieBlich in der 
ler (& Muskulatur als gemeinsame Quelle beider Siuren eine Kohle- 


hydrat-Phosphorséiureverbindung auffinden, welche allem An- 
schein nach mit der bei der Hefegirung auftretenden Hexose- 
diphosphorsiure verwandt oder mit ihr identisch ist.°) 

Auch gelang es uns, das Freiwerden anorganischer Phosphor- 
saure bei der Muskelkontraktion unmittelbar zur Beobachtung 
zu bringen. An der weiBen Muskulatur des Kaninchens konnten 


') Fletcher u. Hopkins, J. of Physiol. Bd. 35, 8. 247 (1906). 
*) Embden, Griesbach u. Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, S. 1 (1914). 
*) Embden u. Laquer, Diese Zs. Bd. 98, S. 94 (1914); Bd. 98, 
S. 181 (1917); Bd, 113, S. 1 (1921). 
16* 
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wir den Nachweis fiihren, daB sie nach starkster Arbeitsleistung 
weit mehr anorganische Phosphorsiure enthilt als die gleiche 
Muskulatur, die von Ruhetieren gewonnen wurde, wihrend die 
Phosphorsiure und Milchsaure bildende Substanz — das Lact- 
acidogen — entsprechend vermindert ist.}) 

An anderen Muskelarten, so namentlich an der Skelett- 
muskulatur des Frosches, fiihrte hingegen auch stiirkste bis 
zu volliger Erschépfung fortgesetzte Reizung zu keiner erkenn- 
baren Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure. Die 
Erklarung fiir dieses Verhalten wurde in einer Versuchsreihe 
gefunden, in der wir die Muskeln nicht nach der Arbeit, 
sondern im Kontraktionsaugenblick selbst zur Untersuchung 
brachten, was durch rascheste Unterbrechung der intramusku- 
liren chemischen Vorginge unter Anwendung von fliissiger 
Luft gelang.’) 

Auf scheinbar ganz anderem Gebiet lagen Arbeiten, in 
denen wir iiber die Permeabilitit gewisser im Ruhezustande 
kaum durchlassiger Muskelfasergrenzschichten unter verschie- 
denen physiologischen Bedingungen Aufschlu8 zu gewinnen ver- 
suchten. Als Ma8 der Durchlissigkeit dieser unserer Meinung 
nach mit dem Sarkoplasma identischen Grenzschichten %) dienteu 
uns vor allem die GréBe des Austritts von Phosphationen, 
welche chemisch, und die Geschwindigkeit des Eintritts 
von Kaliumionen, welche biologisch bestimmt wurde. 

Es ergab sich hierbei zunichst, daB bei der Muskelarbeit 
eine Steigerung der Permeabilitat der Grenzschichten aut- 
tritt.4) Wird die Arbeit nicht bis zur Ermiidung _fort- 
gesetzt, so verschwindet diese Steigerung rasch wieder. Nach 
ermiidender Reizung aber bleibt sie lingere Zeit bestehen. 
Der Grad der Durchlissigkeitssteigerung entspricht der Stirke 
der Ermiidung.*) Mit der allmahlichen Erholung des Muskels — 
oft als deren erstes Zeichen — verschwindet die Permeabilitits- 
steigerung. Ist die Erholung schlieBlich eine vollstiindige, d. hb. 


1) Embden, Schmitz u. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, S. 10 (1921). 
*) Embden u. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd, 127, S. 181 (1922). 
5) Embden u. Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8S. 199 (1923). 

4) Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 
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kommt es zur vodlligen Wiederherstellung der urspriinglichen 
Erregbarkeit und Kontraktilitit, so wird auch der vor der 
Muskeltiatigkeit beobachtete Zustand Auferst geringfiigiger 
Durchlassigkeit wieder hergestellt. 

Am Froschmuskel konnte also auch nach stirkster, bis 
zu volliger Ermiidung fiihrender Tatigkeit kein den Kontrak- 
tionsaugenblick itiberdauernder Lactacidogenverlust, d. h. keine 
im engeren Sinne chemische Ursache fiir die Ermiidung aut- 
gefunden werden. Hingegen fiihrten uns die beobachteten 
physikochemischen (kolloidchemischen) Zustandsinde- 
rungen zu der Anschauung, daB eben diese in gesteigerter 
Permeabilitait und verminderter Alterationsfahigkeit sich 
juBernden Verinderungen der Muskelfasergrenzschichten fir 
die Ermiidung verantwortlich oder doch mitverantwortlich zu 
machen wiiren. 

Wir stellten uns hierbei vor, daB eine plétzliche, in 
Permeabilititssteigerung sich auBernde, Anderung des kolloi- 
dalen Zustandes der Muskelfasergrenzschichten ein notwendiges 
Glied in der Kette der zur Kontraktion fihrenden Vorginge wire, 
und daB die Ermiidung dadurch eintrite, da8 die Muskelfaser- 
grenzschichten gleichzeitig mit der unmittelbar zur Beobachtung 
gelangenden Permeabilititssteigerung ihre Fahigkeit zu 
rascher Permeabilititsinderung mehr oder weniger voll- 
stiindig eingebiiBt hitten. 

Der wesentliche Inhalt der bisherigen Ausfiihrungen be- 
steht darin, daf bei der Muskelkontraktion als chemischer 
Vorgang eine plétzliche Bildung von Siuren eintritt (Phosphor- 
siure und Milchsiure) als physikochemisches (kolloid- 
chemisches) Geschehen eine plétzliche Durchlissigkeits- 
steigerung von Muskelfasergrenzschichten. 

Beide Vorginge sind offenbar fiir das Zustandekommen 
der Muskelkontraktion durchaus notwendig. Wie aber haben 
wir uns den Zusammenhang zwischen dem chemischen und 
dem kolloidchemischen Geschehen zu denken? Die experi- 
mentelle Bearbeitung dieser Frage bildet den Gegenstand 
der vorliegenden und einer Reihe auf sie folgender Unter- 
suchungen. 
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Fiir die Ausfiihrung dieser Untersuchungen lieferten uns 
namentlich zwei friihere Arbeiten die leitenden Gesichts. 
punkte. Die erste dieser Arbeiten stammt von Carl Schwarz) 
und wurde bereits im Jahre 1907 verdffentlicht. Schwarz 
konnte auf Ergebnissen, die von Overton gewonnen waren, 
fuBend, sehr eigenartige Feststellungen beziiglich der Wieder- 
herstellung der Arbeitsfahigkeit von Muskeln machen, die 
durch langeren Aufenthalt in der isotonischen Liésung eine 
Nichtelektrolyten — er wahlte wie vor ihm Overton Rohr- 
zuckerlésung — gelihmt waren. Er fiigte unter Wahrung der 
Isotonie nach Eintritt vélliger Lihmung der Rohrzuckerliésung 
die Na-Salze verschiedener Anionen in meist nur geringer 
Menge hinzu und beobachtete, daB die verschiedenen Salze in 
sehr verschiedenem Mae zur Wiederherstellung der Muskel. 
kontraktilitat geeignet waren. Im wesentlichen stellte sich 
heraus, daB Rhodanid, Jodid, Bromid, Nitrat und Chlorid den 
Muskel in erheblichem MaBe wieder erregbar machen kénnen. 
Doch war die Wiederherstellung der Leistungsfahigkeit durch 
die genannten [onen keineswegs eine gleich vollstindige, viel- 
mehr war die Wirkung weitaus am giinstigsten bei dem Rhodan- 
und Jodion, dann folgten das Brom- und das Nitrat-, dann 
das Chlorion. Hingegen iibten die Na-Salze der Essigsiiure, 
Weinsiure, Schwefelsiure und Citronensdure keine oder doch 
nur eine ganz voriibergehende restituierende Wirkung aus. 
Ferner zeigte sich, daB ein Muskel, der in der Lésung eines 
weniger gut restituierenden Salzes durch elektrische Reizung 
unerregbar geworden war, seine Erregbarkeit in der Lésung eines 
besser restituierenden wiedergewann, so da z, B. ein in Na,SO, 
unerregbar gewordener Muskel in NaJ und auch in NaCl wieder 
arbeitsfihig wurde. Wurden die schlecht restituierenden Salze 
der Rohrzuckerlésung, die als Umgebungsfliissigkeit des Muskels 
diente, zugesetzt, so konnte nach einiger Zeit zwar eine geringe 
Wiederkehr der Muskelerregbarkeit beobachtet werden, aber 
wenige Reize geniigten, um diese Erregbarkeit endgiiltig zum 
Verschwinden zu bringen. Auch zwischen den eben genannten 





) Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 
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Salzen, denen Schwarz geradezu die Fahigkeit zuschreibt, 
die Restitution zu hemmen, bestanden deutliche Unterschiede 
in der Stiirke des Hemmungsvermégens. Die stirkste Hemmung 
wurde hierbei durch das Citration ausgeiibt, dann folgten 
Tartrat und Sulfat, dann das Acetat. Ordnet man die simt- 
lichen untersuchten Salze nach dem Grade ihres Restitutions- 
vermogens, so erhalt man eine mit dem Rhodanid und dem 
Jodid beginnende, mit dem Citrat endende Anionenfolge, die 
im wesentlichen der Hofmeisterschen Reihe entspricht. 

Wir werden auf diese experimentellen Ergebnisse und auch 
auf die von Schwarz aus ihnen gezogenen theoretischen SchluB- 
folgerungen noch wiederholt zuriickkommen miissen. 

Die zweite Arbeit, die fiir unsere Untersuchungen leitend 
war, wurde erst kirzlich von Embden und Lange ver- 
iffentlicht.1) In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB bei 
der Muskelkontraktion nicht nur, wie bereits bekannt war, 
Austritt von Phosphationen aus dem Muskel, sondern ebenso 
auch Kintritt von Chlorionen in den Muskel erfolgt. Bis zu 
welcher Tiefe die Chlorionen eindringen, ob nur bis in die 
sarkoplasmatischen Grenzschichten oder bis in das Innere der 
Fibrillen, dariiber gab die eben erwahnte Untersuchung keinen 
AufschluB. 

Immerhin muBte mit der Moéglichkeit gerechnet werden, 
daB die Chlorionen in die Fibrille bis an den Ort des Lact- 
acidogenstoffwechsels gelangen, eine Méglichkeit, deren Er- 
wigung fiir uns auf Grund der Ergebnisse einer friiher aus 
dem hiesigen Institut veréffentlichten Arbeit iiber die Kalli- 
lihmung?) nahe lag. 

Wir gingen nun bei unseren Untersuchungen von der zu- 
nachst rein hypothetischen Vorstellung aus, daB die infolge 
einer bei der Erregung auftretenden Permeabilititssteigerung 
eindringenden Ionen (Chlorionen und vielleicht auch irgendwelche 
Kationen) zum Zerfall von Lactacidogen in Milchsiure und 
Phosphorsiure (und damit unmittelbar oder mittelbar zur 





1) Embden u. Lange, Festschrift fiir Albrecht Kossel. Diese 
Zs. Bd. 130, S. 350 (1923). 
*) Vogel, Diese Zs. Bd. 118, S. 51 (1928). 
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Kontraktion) fiihren kénnten. Aufgabe der vorliegenden und 
mehrerer nachfolgender Untersuchungen ist es, diese Arbeits. 
hypothese experimentell zu priifen. 

Waren die eben entwickelten Vorstellungen richtig, so 
durfte man erwarten, daB der Ablauf des Lactacidogenstoff- 
wechsels im Muskel durch Hinzufiigen von Ionen beeinfluBbar 
wire, und zwar mu8te, wenn die dissimilatorische Phase des 
Lactacidogenstoffwechsels, d.h. der Zerfall des Lactacidogens 
in Milchsiure und Phosphorséure wirklich als wesentlich kon- 
traktionsbedingendes Moment in Frage kommt, eben diese 
dissimilatorische Phase durch jene Ionen begiinstigt werden, 
die nach den oben erwaihnten Untersuchungen von Schwarz 
und zum Teil nach noch dlteren Overtons den rohrzucker- 
gelihmten Muskel wieder erregbar machen, wihrend von den 
nicht restituierenden Ionen eine derartige Kinwirkung auf den 
Lactacidogenstoffwechsel nicht oder doch nicht in gleichem 
MaBe wie von den muskelrestituierenden Ionen zu erwarten war. 


Methodik. 


Die Versuche wurden in sehr verschiedenartiger Weise 
angestellt: teils am lebensfrischen Muskelbrei (fast immer von 
Fréschen), teils an anatomisch méglichst unversehrten, iso- 
lierten, lebensfrischen Froschmuskeln, teils am Gesamtorga- 
nismus von Fréschen, teils unter noch anderen Bedingungen. 
Sie erstreckten sich auf eine gréBere Anzahl von Anionen 
und Kationen. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sind aut 
das Verhalten des Lactacidogens am lebensfrischen Muskel- 
brei unter Kinwirkung verschiedenartiger Anionen beschrankt. 
Ahnlich wie Schwarz verwandten wir die Anionen mit wenigen 
Ausnahmen in Gestalt ihrer Na-Salze. 

Die technische Ausfiihrung der Versuche gestaltete sich ziemlich 
einfach. Ein oder mehrere Frésche wurden durch Dekapitation getitet, 
die Muskulatur der Hinterschenkel so rasch wie méglich abgeschnitten 
und auf einer von unten mit Eis gekithiten Glasplatte zerschnitten. Von 


dem gewonnenen Muskelbrei wurden mit gréBter Beschleunigung an- 
nihernd gleiche Teile in vorher analytisch gewogene hohe Wigegliischen 
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yon etwa 20 ccm Fassungsvermégen eingefillt. Meist lag das Gewicht 
jedes einzelnen Anteils in der Nahe von 1 g. 

Ein oder mehrere Anteile dienten zur Bestimmung der zu Versuchs- 
beginn vorhandenen anorganischen Phosphorsaure. Sie wurden in Glischen 
versenkt, die vor der ersten Wigung mit je 5 cem Salzsiure beschickt 
waren, welche 4°/, HCl enthielt. Durch vorsichtig schiittelnde Be- 


| wegungen gelingt es, die Muskulatur sofort innig mit der Siure in Be- 


rihrung zu bringen, wobei nach friiheren Feststellungen das lactacidogen- 
spaltende Ferment alsbald unwirksam wird. 
Eine oder mehrere weitere Muskelportionen wurden zur Bestimmung 


| der gesamten unter den Bedingungen der Wiirmestarre abspaltbaren 
| Phosphorsiiure benutzt, d. h. sie blieben wiihrend 2 Stunden in Natrium- 


bicarbonatlésung von 2°/, bei 45° Hierbei zerfiillt, wie schon friiher 
gezeigt wurde, das gesamte Lactacidogen. Die zum Schlu8 vorhandene 
Phosphorséuremenge wird im folgenden stets als B-Wert bezeichnet 
werden, die zu Anfang vorhandene als A-Wert, die Differenz beider 
Werte, d.h. die Menge der urspriinglich vorhandenen Lactacidogen- 
phosphorsiure als L-Wert. 


Weitere Muskelanteile blieben entweder in Wasser oder in 
‘iquimolekularen Lésungen der Natriumsalze verschiedener Anionen 
stehen. Wir verwandten bei diesen Versuchen urspriinglich wech- 
selnde Temperaturen, fanden aber bald, daB Zimmertemperatur oder 
die Temperatur der flieSenden Wasserleitung — etwa 10°—14° — die 
giinstigsten Versuchsbedingungen bot. Auch in den Versuchen bei 
Zimmertemperatur versenkten wir iibrigens nach Abschlub der analy- 
tischen Wiagungen simtliche Réhrchen in ein Wasserbad, um zufiillige 
Temperaturschwankungen in den Einzelversuchen zu vermeiden. Fast 
immer wurde auch ein Versuch angestellt, in dem Muskelbrei ohne 
irgendwelchen Zusatz von Fliissigkeit unter den gleichen Bedingungen 
wie die mit Wasser oder Salzlésung versetzten Anteile stehen blieb. 
Diese Versuche sind im folgenden als ,ohne Zusatz“ bezeichnet. 

Wir brauchen kaum hervorzuheben, daB8 in simtlichen Versuchen 
mit Wasserzusatz und Salzzusatz die Glaischen ebenso wie bei der A-Be- 
stimmung vor dem Einfiillen des Muskelbreis mit den in Frage kommenden 
Fliissigkeiten analytisch gewogen waren. Stets betrug die Menge der 
Fliissigkeiten 5 cem, die mit der Pipette abgemessen waren. Die Unter- 
brechung der Versuche, die zu verschiedenen Zeiten, meist nach 1 und 
dann nach 4 Stunden erfolgte, geschah durch Zufiigung von genau 
5 eem Salzsiiure von 4°/, und ebensoviel Quecksilberchloridlésung von 5 °/, 
nach dem Prinzip der Schenckschen Fillung. Bei der A-Bestimmung, 
der ja von vornherein Salzsiure zugefiigt war, wurde statt dieser destil- 
liertes Wasser verwandt. Die Bestimmung ,,ohne Zusatz“ wurde auBer 
mit je 5cem Salzsiure und Quecksilberchloridlésung auch mit 5 ecm 
Wasser versetzt. Besondere Vorsicht war bei der Fillung der B-Be- 
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stimmungen notwendig, um Verluste durch die beim Salzsiurezusatz 
auftretende stiirmische CO,-Entwicklung zu vermeiden. Nach beendeter 
Fallung wurde der Inhalt simtlicher Glischen sorgfiltig mit méglichst 
diinnen, trockenen Glasstiiben umgeriihrt. Die Glaischen blieben unter 
SchliffdeckelverschluB iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. Am 
nichsten Morgen wurden siimtliche Fliissigkeiten durch trockene Filter 
in Reagensgliiser filtriert und in gleichen, mit der Pipette abgemessenen, 
aliquoten Anteilen die anorganische Phosphorsiiure in friiher 6fters ge- 
schilderter Weise als Strychnin-Phosphor-Molybdat bestimmt.!) Weitere 
methodische Einzelheiten sind an den entsprechenden Stellen der Arbeit 
angegeben. 

Die in einer Anzahl der Versuche angewandten, fiir den Frosch- 
muskel isotonischen Salzlésungen hatten einen Gefrierpunkt von 4 - 
— 0,39°, der in jedem Falle durch Gefrierpunktsbestimmung gepriift 
wurde. Ihre Konzentration war: 


Natriumrhodanid. ...... . 0,899, 
eee eee ew ow ee 
Natriumchlorid ....... . 0,66,, 
Metiemeniogia@. . . . i +» » » « @@6,, 
Netviamtertwat =... wt eh ws 386, 
Rebeemewiat .. wt le th we TB 
a ea Se 
a oe 
Bernsteinsaures Natrium . . . . . 1,20,, 
Netriumfliaorid .....+ « « O46,, 


Doch verwandten wir 6fters auch nichtisotonische Lésungen. 
Die in verschiedenen Versuchen angewandte Ringerlésung war 
earbonatfrei und bestand aus 


Natriumchlorid ..... . . . 0,65, 
Kaliumehlorid. ...... . . 0,02,, 
Calciumechlorid ....... . 0,02,, 


Die verwandten Salze waren in der Mehrzahl reinste Kahl baum sche 
und Mercksche Priiparate und wurden vor der Auflésung bei 100°. 
wo ihre chemische Natur es zulieB, auch bei héherer Temperatur ge- 
trocknet. 


Versuchsergebnisse. 


Wir stellten 1m ganzen etwa 50 Versuchsreihen an, deren 
jede eine gréBere Zahl von Hinzelbestimmungen (oft 20 und 
mehr) enthielt. Wir verzichten darauf, die Ergebnisse simt- 





’) Embden, Diese Zs. Bd. 113, $8. 138 (1921). 
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licher Versuche zu schildern, beschriinken uns vielmehr auf 
die Wiedergabe einer Anzahl typischer Beispiele. 


Versuch 1. 


Das Ergebnis des Versuches ist in Fig. 1 graphisch dar- 
gestellt. Man sieht, daB zu Beginn 0,318°/, Phosphorsiure 





Versuch 7 (Prolokol 2; 3/ 
Cersychsiempetalyr 40% Versuchshauer \ 6 Std. 
| 4B 2k 
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vorhanden waren (4); nach 2stiindigem Stehen bei 45° mit 
Na-Bicarbonatlésung war der Phosphorsiurewert auf 0,443°/) 
angestiegen (B). In der Hohe des A-Wertes ist eine horizon- 
tale Linie eingezeichnet; der diese Linie itiberragende Teil 
von B gibt den L-Wert an. Beim Stehen ohne jeden Zusatz 
wihrend 6 Stunden war die Phosphorsiiuremenge auf 0,371°/, 
angestiegen, beim Stehen in Wasser auf 0,365°/,. Die vier 
letzten Siulen geben die nach 6stiindiger Einwirkung von 
isotonischer Na-Jodid-, Na-Chlorid-, Na-Sulfat- und Na-Citrat- 
lésung erhaltenen Phosphorsiiurezahlen an. Man sieht ohne 
weiteres, daB im Jodidversuch unter diesen Umstinden die 
héchste iiberhaupt mégliche Spaltung eingetreten ist: der ge- 
wonnene Wert ist identisch mit dem B-Wert. Auch der Chlorid- 
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versuch tibertrifit mit 0,382°/, den Wasserwert deutlich, wihrend 
die im Sulfatversuch abgespaltene Phosphorsiuremenge etwas 
kleiner ist als die unter Wasserzusatz frei gewordene; im 
Citratversuch schlieBlich ist iiberhaupt keine Abspaltung erfolgt, 
im Gegenteil, der ermittelte Phosphorsiuregehalt ist mit 0,312°). 
eher niedriger als der 4-Wert. In diesem Versuch haben also 
bei 6stiindiger Kinwirkung Jodidlésung eine maximale, Chlorid- 
lésung eine sehr deutliche Verstirkung der Phosphorsiure. 
abspaltung gegentiber der in Wasser erfolgenden hervorgerufen, 
wahrend in Sulfat eine Verminderung der Spaltung eintrat und 
in Citrat iiberhaupt jegliche Spaltung unterblieb, ja vielleicht 
sogar anorganische Phosphorsiiure in freilich geringem Betrage 
zum Verschwinden gebracht wurde. Es sei iibrigens erwiihnt, 
daB auch Bestimmungen nach 1—2stiindigem Stehen unter 
sonst gleichen Bedingungen ausgefiihrt wurden. Die Ergebnisse 
waren im wesentlichen ebenso wie die nach 6 Stunden ge- 
wonnenen, nur waren die simtlichen Zahlen etwas niedriger, so- 
wohl in denjenigen Versuchen, in denen eine Beschleunigung 
der Phosphorsiureabspaltung erfolgt war (Jodidwert nach 
1 Stunde 0,408°/,, Chloridwert 0,375°/,), wie in denjenigen, in 
denen eine Verlangsamung der Spaltung bzw. eine Synthese 
eingetreten war (Sulfatwert nach 1 Stunde 0,351°/,, Citrat- 
wert 0,293°/,) Die unter Citrateinwirkung erfolgende syn- 
thetische Umwandlung von Phosphorsiure war also nach 
1 Stunde stiirker als nach 6 Stunden ausgebildet. 


Versuch 2. 


Der Z-Wert ist in diesem Versuch auffallig niedrig. 
Nach 4stiindigem Stehen des Muskelbreis ohne Zusatz ist 
eine deutliche Verminderung des Phosphorsiuregehaltes ein- 
getreten (von 0,354 auf 0,336°/,). Auch nach gleichlangem 
Aufenthalt in Wasser ist Phosphorsiureverringerung angedeutet 
(0,346°/,). In Na-Jodidlésung hingegen ist die gesamte ab- 
spaltbare Phosphorsiure frei geworden (0,401°/,). Die Lact- 
acidogenspaltung in Natriumchloridlésung ist erheblich geringer 
(0,384°/,). Am auffalligsten ist das mit Na-Fluorid gewonnene 
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Ergebnis. Ks wurden nur 0,094°/, H,PO,) gefunden, die 
Hauptmenge der anorganischen Phosphorsaure verschwand also. 
Auch hier wurden neben den graphisch dargestellten Versuchen 





Versych 2.) (Protokall NA23) 71x 2k. 
Versichstemperdtur tol13° Versuchsdaubr 4Sdd. 
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0384, 909% 
Na 





Wasse/ Na x 





Jur A 



































nach 4stiindigem Stehen solche mit 1stiindiger Dauer (mit 
Ausnahme des Wasserversuchs) durchgefiihrt. In dem Ver- 
such ohne Zusatz war zu dieser Zeit die Phosphorsiure auf 
0,330°/, abgesunken; in Jodid auf 0,371°/, und in Chlorid 
auf 0,364°/, angestiegen, und in Fluoridlésung schlieBlich 
war erst eine Phosphorsiureverminderung auf 0,131°/, ein- 
getreten. 


Versuch 3. 


Die verwandten Muskeln waren nach sorgfiltiger Priparation etwa 
3 Stunden in 6fters gewechselter, annihernd isotonischer Rohrzucker- 
lésung (7°/,) gewaschen, um die interfibrilliren Salze méglichst zu ent- 
fernen. Das nach 2 Stunden gewonnene Versuchsergebnis ist in Fig. 3 
graphisch dargestellt. Nach dem Stehen in Wasser war die Phosphor- 


1) Davon, daB die starke Verminderung der anorganischen Phosphor- 
siure unter Fluoridwirkung nicht durch methodische Fehler vorgetauscht 
wird, haben wir uns vielfach tiberzeugt. 
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siure von der sofort vorhandenen Menge von 0,254 auf 0,387°/, an- 
gestiegen, in Na-Chlorid auf 0,358°/,, in Na-Citratlésung nur auf 0,286° 
in Na-Fluoridlésung hingegen auf 0,122 °/, abgesunken. Die entsprechenden 
Ergebnisse nach 40 Minuten waren: in Wasser 0,314°/,, in NaCl 0,319°), 
in Na-Citrat 0,288°/, und in 
rsuch 3 Motokoll N17) zbxX22| | NaFl 0,148°/,. 
ersuchstemperglur 24° Versuchsdewer AStd. | Aus den bisher be- 
Ysqtonis¢he Spljloqurngen sprochenen 3 Versuchen 
: geht tibereinstimmend her- 
vor, daB durch die Salze 
verschiedener Siéiuren der 
Lactacidogenstoffwechse] 
im froschmuskelbrei in 
stirkster Weise beeinfluft 
wird, derart, daB Na-Chlo- 
rid und Na-Jodid eine 
stiirkere Abspaltung, als 
sie in Wasser erfolgt, be- 
= wirken, waihrend die An- 
wesenheit von Na-Sulfat zu 
einer Verringerung der Lac- 
| a oe tacidogenspaltung _fiihrt. 
Na-Citrat bewirkt geringes, 
Na-Fluorid auBerordentlich starkes Absinken der anorganischen 
Phosphorsiure. 

Die untersuchten Siuren sind mit Ausnahme des Fluorids 
auch von Schwarz in seiner oben erwahnten Arbeit angewandt 
worden, und der Parallelismus zwischen dem Kestitutions- 
vermégen der einzelnen Anionen fiir den in Rohrzuckerlésung 
gelahmten bzw. in bestimmten Salzlésungen ermiideten Muskel 
und ihrer Fahigkeit, die Abspaltung von Phosphorsiure aus 
Lactacidogen zu beschleunigen, ist evident. Ebenso wie in 
der Arbeit von Schwarz NaJ den Muskel besser wieder- 
herstellt als NaCl, fihrte es in unseren drei eben ge- 
schilderten Versuchen zu einer stiirkeren Abspaltung als 
NaCl. Die nach Schwarz nicht oder schlecht restituierenden 
Sulfat- und Citrationen begiinstigen die Lactacidogenspaltung 
nicht, ja das Citrat fiihrt zu emem deutlichen Verschwinden 
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yon anorganischer Phosphorsiure unter Aufbau von Lact- 
acidogen.?) 

Da8 unter der Kinwirkung von Na-Fluoridlésung nur eine 
geringfiigige und schnell voriibergehende Restitution des rohr- 
zuckergelahmten Muskels erreicht wird, wurde in noch unver- 
jffentlichten Untersuchungen von Herrn v. Beznak festgestellt. 

Wir wollen nun zunichst eine Reihe von Versuchen in 
sraphischer Darstellung wiedergeben, in denen wir die reine 
Lisung verschiedener anderer Salze sowie auch Ringerlésung 
untersuchten. 


Versuch 4. 


In Fig. 4 sind die nach 1 und 4 Stunden gewonnenen Ergebnisse 
jeweils nebeneinander angegeben. Wieder sehen wir, daB in Kochsalz- 








i Verjuch\4 (Rrotokoll M26) \+ L.26. 
Versuchstemperatur| 20°. | Varsuchsdcwer \1u 4 \Stunblen 
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lisung eine stirkere Phosphorsiureabspaltung erfolgt, als in Wasser. 
Wir kénnen die gewonnenen Spaltungswerte in diesem Falle nicht mit 
dem B-Wert vergleichen, weil die B-Bestimmung verloren ging. In NaF 
trat auch hier ein starkes Verschwinden von Phosphorséure ein, das 


') DaB es beim Verschwinden der Phosphorsiure tatsiachlich 
zum Aufbau von Lactacidogen kommt, wird in einer nachfolgenden 
Arbeit von Embden u. Haymann bewiesen. 
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nach 4 Stunden noch betriichtlicher war als nach 1 Stunde. Bernstein. 
saures Natrium wirkte in dem gleichen Sinne wie NaF, aber weitaus 
schwiicher. Ebenso wie in den Versuchen mit synthetisch wirkenden 
Ionen die Synthese, war im Kochsalz- und iibrigens auch im Wasser. 
versuch die Spaltung nach 4 Stunden stirker als nach 1 Stunde. 


Versuch 5B. 


Aus Versuch 5 geht hervor, da8 in Ringerlésung eine sehr iihnliche 
Spaltungsbeschleunigung erfolgt wie in NaCl-Lésung, da der in KC)- 


2s 5 


Vapsud/ 2 (Erotoxoll) We\6.) | 7 iH, 22. to 
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Lésung eintretende Lactacidogenabbau den in Wasser erfolgenden kaum 
iiberschreitet und daB beim Aufenthalt in K,SO, nach 2 Stunden iiber- 
haupt keine, nach 6 Stunden nur eine ganz geringfiigige Phosphorsiiure- 
abspaltung eingetreten ist. 


Versuch 6. 


Versuch 6 zeigt in Ubereinstimmung mit dem vorigen Versuch, dai 
Aufenthalt in Ringerlésung sowohl nach 2 wie nach 6 Stunden zu einer 
erheblich stiirkeren, Aufenthalt in Kaliumsulfatlésung zu einer schwicheren 
Abspaltung fiihrt, als sie im ,,Wasserversuch“ eintritt. 


Versuch 7. 


Kin ganz entsprechendes Verhalten ergibt sich beziiglich der Ringer- 
lésung in dem 2stiindigen Versuch 7. 
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In den bisher geschilderten 
Versuchen zeigte sich, soweit wir 
die gleichen Jonen in unseren 
Versuchen benutzten, die auch 
Schwarz anwandte, ein voll- 
stiindiger Parallelismus zwischen 
restituierender Wirkung im Sinne 
von Schwarz und Begiinstigung 
der Lactacidogenspaltung: je besser 
ein Anion im Sinne von Schwarz 
restituiert, eine um so stirkere 
Lactacidogenspaltung bewirkt es im 
Froschmuskelbrei. 

In einer relativ geringen An- 
zahl nunmehr zu_ besprechender 
Versuche’ war dieser Parallelismus 
nicht oder doch nicht fiir alle Ionen 
erkennbar. 
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Versuch 8. 


In Versuch 8 sehen wir, da8 Rhodannatrium, das nach Schwarz 
noch besser restituiert, als Jod-Natrium und von uns deswegen in Fig. 8 an 
die Spitze der untersuchten Ionen gesetzt ist, die Phosphorsiureabspaltnng 
nicht nur schwicher als NaJ, sondern auch als Na-Cl beschleunigte; 
daB ferner Na-Sulfat nach 1stiindiger Einwirkungszeit nicht schwicher 
als Kochsalz den Lactacidogenabbau beschleunigte, wihrend der nach 
6 Stunden gewonnene Wert der eingangs von uns geiiuBerten theore- 








Vérsugh E/ Protokbil Ne QO} 4 fh 22. 














Versuchstemperatur 29° Fersuchsdauer 1\uad & Stupden 
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tischen Vorstellung entspricht. Das letztere gilt auch fiir die mit Na- 
Citrat und K,SO, erhaltenen Ergebnisse. Fiir diesen Versuch liegt kein 
»»Wasserwert* nach 6 Stunden vor, so daf die nach dieser Zeit unter 
der Einwirkung verschiedener Ionen ermittelten Zahlen nur untereinander 
vergleichbar sind. 

Versuch 9. 


Versuch 9 zeigt, da8 nach 1stiindiger Einwirkung der Wasserwert 
héher als der Kochsalzwert ist, wihrend nach 6stiindiger Versuchsdauer 
ganz entsprechend dem Verhalten in einer gréferen Anzahl oben ge- 
schilderter Versuche das Umgekehrte der Fall ist. In diesem Versuche 
ergab iibrigens NaCSN bereits nach 1stiindiger Einwirkungsdauer eine 
stiirker spaltungsbegiinstigende Wirkung als NaJ nach 6stiindiger Ver- 
suchszeit, was den Ergebnissen von Schwarz entspricht. (Ein 1stiindiger 
Versuch fiir NaJ liegt uns leider ebensowenig vor, wie ein 6stiindiger 
fiir Rhodanid.) Im Na-Salfat-Versuch tritt nach 1stiindiger und 6stiin- 
diger Einwirkung eine weit geringere Abspaltung ein als in Wasser, was 
mit den oben besprochenen Ergebnissen iibereinstimmt. Nach den Er- 
fahrungen von Schwarz hatten wir erwartet, daB weinsaures Natrium 
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ein ahnliches Verhalten wie schwefelsaures Natrium zeigen wiirde. Das 

































































































































































rz — ist in dem 6stiindigem Versuch der Fall, wihrend im 1 stiindigem Tartrat- 
an —  yersuch ein weit stiarkerer Lactacidogenzerfall als im entsprechenden 
ng Sulfat- und auch im Chloridversuch eingetreten ist. 
te; 
her | | j Versuchstemperrtur 40° Verskch (RB oroKoll Ve 2¢/) [22 HE 22 | 
ach : ‘ea Vorsuthsdaser fund @ Ste. SFsotpaische Salzlosu y 
re ——— Yj . 
| //4 ae | 
ge | mY, GY. | 
| | \AG 
head 'ZG_ 
| [BY 
biel |\BAg 
8 2 
1 GZ Y 
(i ZAg 
; weer 7543} 4362 4392 | 2 WH A092 | ¢4se W400 Yas? 2304 ¢ 34d 
|_ Al p ohne Zusate asser| Ma CIL| Aa® Aatl r, Mag catooyt 
6 ¢ | - 6 ¢ 6 q 6 t 6 7 é 
Std re | Std | Sta! Std Std. Std Sta. 
| Figur9 | 
[tee i Sehr ausgesprochen ist in diesem Versuche die synthesebegiinstigende 
icin’ Wirkung des Citrats; nach 6 Stunden ist aber ein Teil des wahrend der 
td | ' ersten Stunde gebildeten Lactacidogens wieder gespalten. 
ia : In einer Reihe weiterer Versuche, die wihrend des Monats 
: Oktober 1922 angestellt wurden, zeigte sich eine auffallig starke 
; : Phosphorsiureabspaltung im einfachen Wasserversuch. So stieg in 
2] 
iter ? : 
“a Versuch 10 (nicht graphisch dargestellt) 
schon wihrend der ersten Stunde die Phosphorsiiure von dem Anfangs- 
wert 0,251°/, auf 0,394°/, an; die im B-Versuch erhaltene Phosphor- 
siuremenge betrug wenig mehr: 0,416°/,. In diesem Versuch fihrte 
ile Zusatz von NaJ und NaCl im 1stiindigen Versuch nicht zu einer stirkeren i 
sie Abspaltung als sie in Wasser erfolgte, im Gegenteil, die an sich starke 
a Phosphorsiiurebildung blieb zu dieser Zeit etwas hinter dem ,,Wasserwert‘ 
— zuriick und iibertraf ihn nur im 6 Stundenversuch. NaF fihrte wie immer ' 
ad zu einer starken Lactacidogensynthese. Wir wollen auf diesen Versuch 
aul nicht niher eingehen. Ahnlich verlief : 
ger & 
ger Versuch 11, | 
uy} der in Fig, 10 graphisch dargestellt ist. Der Wasserwert stieg 
“g Wihrend der ersten Stunde von 0,353°/, auf 0,432°/, an, ein Phosphor- 
“f- 


sauregehalt, hinter dem die mit Na-Rhodanid und mit Na-Chlorid erhal- 
tenen Werte wesentlich zuriickblieben. Wiihrend dies Verhalten fiir die 
17° 


jum 
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eben genannten Anionen ungewohnlich ist, entspricht die gleiche Be- 
obachtung beim Natriumsulfat und Kaliumsulfat unseren weiter oben 
besprochenen Versuchsergebnissen. Nach 6 Stunden war iibrigens beim 
Rhodanid und beim Chlorid der Unterschied gegeniiber dem Wasserwert 
ausgeglichen, wihrend der Na Tartrat-, der Na-Sulfat- und der Kalium- 
sulfatversuch auch jetzt noch einen erheblichen Mindergehalt anP hosphor- 


versuch 11 ( Protokoll N27%) 3.%. 22 
T 
lersitchstemporatur 20° Vépsuchsdaupe 1 Std. 
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siure gegeniiber dem gleichzeitig ermittelten Wasserwert aufwiesen. Das 
mit NaF gewonnene Ergebnis bedarf keiner niheren Erérterung. 


Wenn Versuchsergebnisse wie die zuletzt besprochenen 
gegeniiber den eingangs geschilderten auch sehr stark an Zall 
zuriicktraten, so erschien es doch wichtig, eine Methode zu 
suchen, bei deren Anwendung die Versuche gleichartiger ver- 
liefen. Wir fanden ein fast sicheres Mittel zur Verhinderung 
einer starken Phosphorsiureabspaltung beim einfachen Wasser- 
zusatz im Anschlu8B an Untersuchungen, die in einer nach- 
folgenden Arbeit von Embden und Haymann niedergelegt 
sind, darin, daB wir in dem zugesetzten Wasser etwas Glykogen 
(in allen Versuchen 0,4°/,) lésten. Das Glykogen lieB sich auch 
durch gekochte Weizenstirke ersetzen. Wir lassen es unent- 
schieden, worauf die spaltungsbehindernde Wirkung des Gly- 
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kogens baw. der Starke beruht, ob darauf, daB die Kohlehydrat- 


_ [— komponente fir die Lactacidogensynthese reichlicher als bei 
' einfachem Wasserzusatz zur Verfiigung steht, oder auf einer 
Kolloidwirkung des zugesetzten Polysacharids oder auf dem 


festgestellten minimalen Gehalt an einem bestimmten synthese- 
begiinstigenden Jon.!) Aus 


Versuch 12, 


der in Fig. 11 zum Teil graphisch dargestellt ist, geht zu- 
nachst hervor, daB, waihrend im einfachen 2stiindigen Wasser- 


Versuch 72 (Frolokell WN $0) 4 M23 
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Fig 17, 
l 
1 ° ° - ° 
versuch bei 14° die Phosphorsiure von einem Anfangswert von 


0,308°/, auf 0,410°/, anstieg, bei Verwendung von Weizen- 
stirkelésung statt Wasser der Phosphorsduregehalt unverandert 
blieb (0,309 °/,). 
Zur Herstellung siimtlicher Salzldsungen wurde die gleiche Weizen- 
|  starkelésung verwandt, so daB alle Versuche mit Salzzusatz auf den 
2 ons siliaitaiaaiian 
) 1) Mehrere von uns verwandte Glykogenpriparate enthielten Spuren 


von Ca, in 100 g Glykogen etwas mehr als 30 mg (siehe hieriiber nach- 
folgende Arbeiten). 











262 G. Embden und E. Lehnartz, 


.Phosphorsiurewert von 0,309°/, zu beziehen sind. Die in Fig. 11 
graphisch dargestellten Ergebnisse wurden mit m/9-Lésungen gewonnen, 
die fiir den Froschmuskel etwas hypertonisch sind. Man sieht, daf 
hierbei die stirkste Phosphorsiureabspaltung in Rhodannatrium-Lésung 
eintrat; dann folgten Jodid, Nitrat, Bromid, Chlorid, eine Reihenfolge, 
die ganz der von Schwarz bei seinen Restitutionsversuchen beobachteten 
entspricht. AuBer mit m/9-Lésungen nahmen wir Versuche mit m 3- 
und m/27-Lésungen vor. 

Das mit m/3-Lésung erhaltene Ergebnis ist in Fig. 12 dargestellt. 
in der auch die notwendigen sonstigen Vergleichswerte nochmals wieder- 


Versuch 121 Folokoll We So/ 4%ZX. 43, 
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gegeben sind. Am stirksten spaltungsbegiinstigend wirkt auch bei 
dieser Konzentration das Rhodanid, dann folgt das Jodid, und anders, 
wie in m/9-Lésung, zunichst Chlorid und schlieBlich Nitrat und Bromid. 

Ehe wir den Versuch weiter besprechen, wollen wir noch die mit 
m/27-Lésungen erhaltenen Ergebnisse ins Auge fassen, die in Fig. 13 
dargestellt sind. Rhodanid und Jodid sind hier gleich stark wirksam, 
wihrend sich Nitrat, Bromid und Chlorid in fallender Wirkungsstirke 
ordnen. 

Aus diesem Versuch, der in der Hauptsache durchaus eine 
Bestitigung der friiher besprochenen liefert, geht hervor, dal 
nicht nur, wie von vornherein zu erwarten war, die Kinwirkung 
verschiedener Konzentrationen eines und desselben Salzes aut 


den Lactacidogenwechsel im Muskelbrei eine verschiedene 
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ist, sondern da8 sich auch die relative Wirkungsstiirke mehrerer 
miteinander verglichener Ionen mit dem Wechsel der Konzen- 


Versuch te (Protokoli Ne 50) 4 7%. 23 
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tration gegeneinander verschiebt; so ist z.B. Kochsalz in m/9- 
und m/27-Lésung erheblich schwicher wirksam als entsprechend 
konzentrierte Lésungen von Na-Nitrat und Na-Bromid; in m/3- 
Lésung dagegen ist seine Wirksamkeit nicht unwesentlich 
stiirker als die der eben genannten Salze. Auch in weiteren 
Versuchen wurden ihnliche unregelmiBige Reihen beobachtet. 


Versuch 13. 


DaB derartige unregelmiBige Reihen bei wechselndem 
Muskelmaterial einen verschiedenen Verlauf zeigen kénnen, geht 
aus dem in Fig. 14 dargestellten Versuch 13 hervor, in dem 
— hei freilich kiirzerer Versuchsdauer als im vorigen Versuch 
(1 Stunde) — Na-Rhodanid, -Jodid und -Chlorid wiederum in 
m/3-, m/9- und m/27-Lésung miteinander verglichen wurden. 

Auch hier sieht man zuniichst, daB die bei Verwendung reinen 
Wassers beobachtete starke Phosphorsiureabspaltung durch Zusatz von 
0,4°/,iger Weizenstirkelésung vollstindig unterdriickt wird. Na-Chlorid 


ist in allen Konzentrationen erheblich schwiicher wirksam als Na-Jodid 
und Na-Rhodanid. Die stiirkste Spaltung ruft allerdings auch hier die 
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m/8-Lésung hervor. Na-Rhodanid ist in m/3-Liésung der Na-Jodidlésung 
an spaltungsbegiinstigender Wirkung iiberlegen, in m/9- und m/27-Liésung 
ist das Umgekehrte der Fall. In 
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Versuch 14 (Fig. 15) 
wurden Na-Rhodanid, Na-Chlorid und Na-Fluorid untersucht.  Statt 


0,4°/,iger Weizenstiirke wurde hier eine gleich konzentrierte Glykogenlésung 
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verwendet. Wieder sieht man die spaltungsbehindernde Wirkung des 
Polysaccharidzusatzes; wihrend in Wasser die Posphorsiure von 0,335 °/, 
auf 0,400°/, ansteigt, tritt im Glykogenzusatzversuch ein geringfiigiges, 
wohl innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegenes Absinken 
ein. Rhodanidlésung ruft in allen untersuchten Konzentrationen eine 
weit stirkere Spaltungsbegiinstigung als Chloridlésung hervor. Die 
stiirkste Rhodanidwirkung wird bei m/9 beobachtet, wo der B-Wert 
yollig erreicht wird. Auch beim Kochsalz ist die Wirkung der m/9- 
Lisung in diesem Falle am stirksten. Fluorid bewirkt eine starke 
Lactacidogensynthese, die stiirkste bei m/9 (Absinken der Phosphorsiure 
auf 0,165 °/,). 
Ganz ahnlich wie der eben besprochene ist 


Versuch 15 


angeordnet. Der A-Wert ging in diesem Versuche verloren. Der in 
Glykogenlésung erhaltene Phosphorsiurewert ist wieder erheblich geringer 
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als der im Wasserversuch gewonnene. Auch hier erweist sich Na 
Rhodanid als am stiirksten spaltungsbegiinstigend, nur in m/9-Lésung 
kommt ihm das Na-Jodid gleich. In m/3-Lésung ruft Na-Chlorid eine 
etwas stiirkere Spaltung als das Na-Jodid hervor, in m/27-Lésung steht es 
ihm an Wirksamkeit nicht nach, in den beiden anderen Konzentrationen 
ist es ihm etwas unterlegen; die unter der Einwirkung von Na-Citrat und 
Na-Fluorid gewonnenen Ergebnisse sprechen fiir sich selbst. 
Aus der graphischen Darstellung in Fig. 17 geht hervor, da8 in 


Versuch 16. 


in m/3-Lésung Na-Bromid erheblich stiirker spaltungsbegiinstigend als 
Na-Chlorid wirkt, in m/9-Liésung erscheint das Na-Chlorid als etwas 
wirksamer, in m/27-Liésung ist wieder ein — freilich unerheblicher — 
Unterschied zugunsten des Bromids vorhanden. Na-Sulfat fihrt nur 
in der stirksten angewandten Konzentration zu einer geringeren Phosphor- 
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siureabspaltung als die wiBrige Weizenstiirkelésung fiir sich; in den 
schwiicheren Lisungen ist das Gegenteil der Fall. Ahnlich verhilt sich 


das Na-Tartrat. 
In Fig. 18 ist 
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schwicher wirksam als die beiden eben 
phische Darstellung des Versuchs mit Na-Fluoridlésung bildet eine Be- 


Versuch 17 


dargestellt, in dem nochmals Na-Rhodanid und Na-Jodid miteinander 
verglichen sind. Die spaltungsbegiinstigende Einwirkung beider ist eine 
sehr iihnliche, wobei wieder in der einen Konzentration das eine, in der 
anderen das andere Salz stiirker wirksam ist. 
Jodidlisung ging verloren. Die Nitratlésung ist in allen Konzentrationen 
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stitigung weiter oben besprochener Versuchsergebnisse. 
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Von den iibrigen Versuchen dieser Reihen sei nur noch 
einer graphisch dargestellt, in dem in der waBrigen Glykogen- 
lésung starkes Verschwinden von Phosphorsidure eintrat (ein 
Versuch mit reinem Wasser liegt leider nicht vor). 


Versuch 18 (Fig. 19) 
Man sieht, daB m/5 und m10 Na-Jodid- und Na-Chloridlésung diese 
Synthese véllig zu verhindern und dariiber hinaus eine nicht unerhebliche 
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Abspaltung von Phosphorsiure herbeizufiihren vermochten, wobei das 
Jodid dem Chlorid deutlich iiberlegen ist. Die m/50-Lésungen beider 
Salze vermégen dagegen die an sich erfolgende Synthese nicht véllig zu 
verhindern, sondern nur abzuschwichen, Jodid stirker als Chlorid. Die 
beobachtete Lactacidogensynthese geht im Fluoridversuch bei allen 
Konzentrationen weit iiber die in reiner Glykogenlésung eingetretene 
hinaus. Am stirksten ist sie bei der schwichsten Konzentration. 


In samtlichen besprochenen Versuchen und in den zahl- 
losen weiteren, im  hiesigen Institut waihrend des letzten 
Jahres angestellten Untersuchungen kam es bei der Einwirkung 
reinen Wassers auf den Muskelbrei entweder zu einer mehr 
oder weniger starken Phosphorsiureabspaltung oder zu einem 
annihernden Gleichbleiben der Phosphorsiiurewerte. Das ist 
vollig anders in 
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Versuch 19 (Fig. 20), 


in dem 1stiindige Einwirkung von Wasser zu einem starken Verschwinden 
yon anorganischer Phosphorsiure fiihrte: Absinken des A-Wertes von 
0,475°/, auf 0,394°/). Zusatz von Glykogen verstirkte die Lactacidogen. 
synthese noch wesentlich (0,348°/,). In diesem Fall waren die synthese- 
begiinstigenden Faktoren so tibermichtig, daB die sonst immer erfolgreiche 
Methode der Lactacidogenbestimmung durch 2stiindige Einwirkung von 
2°), Na-Bicarbonatlésung bei 45° offenbar versagte; der Phosphorsiiure- 
gehalt stieg unter den eben geschilderten Bedingungen nur wenig an. 
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Da8 es sich hier wirklich um eine Spaltungsbehinderung und nicht 
etwa um einen ungewohnlich geringen Lactacidogengehalt handelte, geht 
ohne weiteres aus dem Na-Rhodanid-Versuch hervor, der in allen an- 
gewandten Konzentrationen, am ausgesprochensten in m/9-Lésung, zu 
einer weitaus stiirkeren Spaltung fiihrte als sie in der B-Bestimmung 
zur Beobachtung kam. Kochsalzlésung erwies sich als weit schwiicher 
wirksam, sie vermochte nur in m/27-Lésung eine Abspaltung von Phos- 
phorsiure herbeizufiihren. Die Abspaltung war etwas stirker als die 
beim B-Wert beobachtete. m/3-, m/9- und m/81-NaCl-Liésung fiihrten 
dagegen nur zu einer starken Abschwichung des in rein waBriger Gly- 
kogenlésung erfolgenden Lactacidogenaufbaus. Sehr auffillig sind in 
diesem Versuch die mit Na-Fluorid gewonnenen Ergebnisse. Wohl wurde 
auch hier eine Synthese beobachtet, aber diese Synthese ist nicht nur 
weitaus geringer als in siintlichen iibrigen Fluoridversuchen, sondern 
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' <sie wird auch von der in waBriger Glykogenlésung erfolgenden iiber- 
n troften, Fluorid wirkt also in diesem Falle nicht synthesebegiinstigend, 
mn sondern syntheseabschwichend. 
| Es sei erwihnt, daB in dem vorliegenden Versuche Frésche ver- 
. | wandt wurden, die vor der Tétung mit Ather betiiubt waren, doch soll 
7 auf diesen Punkt hier nicht niher eingegangen werden.') 
” | In allen bisherigen Versuchen verhinderte der Glykogen- oder 
. | Weizenstirkezusatz weitgehend die Phosphor-iureabspaltung aus Lact- 
” '  acidogen oder verursachte sogar eine Synthese; nur in einem Falle 
_ beobachteten wir trotz Glykogenzusatz eine starke Vermehrung der 


Aus allen bisher besprochenen Versuchen geht mit Sicher- 
' heit hervor, da® fiir den Ablauf des Lactacidogenstoffwechsels 
- ( im Froschmuskelbrei die Natur der anwesenden Anionen von 
der gréBten Bedeutung ist. 

Hierbei ergibt sich ganz entsprechend den zu EKingang on 
dieser Arbeit geiuBerten Vorstellungen eine weitgehende Uber- 
| #  einstimmung zwischen der Fahigkeit der einzelnen Ionen, den 
+  rohrzuckergelihmten oder in der Lésung bestimmter Salze un- 
| [— erregbar gewordenen Muskel wiederherzustellen und dem Ver- 
| mégen der gleichen Anionen, den Lactacidogenstoffwechsel 
im Sinne der Spaltung zu beeinflussen. Die nach Schwarz 
' nicht muskelrestituierenden Ionen fiihren entweder keine Be- 
t §  giinstigung der Lactacidogenspaltung gegeniiber der in Wasser 
_ erfolgenden herbei, oder bewirken sogar eine mehr oder weniger 
ausgesprochene Synthese. Im groBen und ganzen entspricht 
der Wirkungsgrad der einzelnen Ionen auf den rohrzucker- 


- 
| aporganischen Phosphorsiiure, die hinter die in reinem Wasser er- 
= folgende kaum zuriicktrat. Dies war der einzige Versuch der Reihe, 
in dem Na-Chloridzusatz keine Verstiirkung, sondern im Gegenteil eine 
gewisse Abschwiichung der Phosphorséureabspaltung herbeifiihrte. Wir 
4 verzichten auf eine genauere Wiedergabe des Versuches. 
| 
| 








. | gelihmten Muskel durchaus dem Grade ihrer Fahigkeit, den 
* — Lactacidogenstoffwechsel im Muskelbrei im Sinne der Spaltung 
: _ oder Synthese zu beeinflussen, d.h. diejenigen Anionen, die 
_ £— die gré8te Restitutionsfahigkeit fiir den lebenden Muskel ent- 
» [| alten, wirken am stirksten spaltungsbegiinstigend, die- 
e f jenigen, die die geringste Wiederherstellung des tiberlebenden 


‘) Siehe hieriiber eine nachfolgende Arbeit von Lange u. Mayer. 
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Froschmuskels zulassen, am stairksten synthesebegiinstigend 
auf den Lactacidogenstoftwechsel ein. 

Wir haben in unseren graphischen Darstellungen ab- 
sichtlich die einzelnen Anionen in der Reihenfolge ihres von 
Schwarz ermittelten Wirkungsgrades angeordnet und aus 
diesen Darstellungen geht ohne weiteres hervor, in wie hohem 
MaBe der eben erwdhnte Parallelismus in Wirklichkeit vor- 
handen ist. Wenn er nicht iiberall sich findet, wenn z. B, 
gelegentlich Jodid stiirker als Rhodanid, oder Chlorid stirker 
als Jodid die Spaltung begiinstigt, so geht daraus keineswegs 
die Unrichtigkeit der Vorstellungen hervor, die die vorliegende 
und eine Reihe nachfolgender Untersuchungen veranlaften. 

Offenbar ist fiir die Wirkung eines Ions auf den Lact- 
acidogenstoffwechsel eine ganze Reihe von Umstinden mit- 
bestimmend, die von Versuch zu Versuch wechseln. Zum 
Teil geht das unmittelbar aus den eben besprochenen Ergeb- 
nissen hervor. Sahen wir doch, daB in ein und demselben 
Versuche die relative Wirkungsstairke verschiedener Ionen mit 
dem Gehalt der Lésungen wechselte, derart, daB bei einer 
Konzentration z. B. das Rhodanion ganz entsprechend den 
Ergebnissen von Schwarz dem Jodion iiberlegen ist, wiihrend 
bei einer anderen Konzentration das Umgekehrte der Fall ist. 
Auch das in seiner spaltungsbegiinstigenden Wirkung dem 
Rhodanion und dem Jodion fast immer unterlegene Chlorion 
erwies sich gelegentlich in einer einzelnen Konzentration als 
den beiden genannten Jonen iiberlegen. 

Fernerhin ist auch der Einflu8 der Versuchszeit auf die 
relative Wirkungsstairke der einzelnen Anionen unverkennbar. 
Die bei Anwesenheit von Fluornatrium eintretende Lactacidogen- 
synthese ist regelmaBig nach 4 Stunden weiter fortgeschritten 
als nach 1 oder 2 Stunden, wihrend das Na-Citrat in seiner 
synthesebegiinstigenden Wirkung zeitlich ein Maximum hat, 
das gewohnlich nach 4 Stunden bereits erreicht und manchmal 
iiberschritten ist. 


Kine wohl noch gréBere Bedeutung fiir die jeweilige 
Wirkung der Ionen kommt aber vielleicht der Verschiedenheit 
des Muskelmaterials in den einzelnen Versuchen zu. Das der- 
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artige Verschiedenheiten tatsaichlich vorhanden sind, geht aufs 
deutlichste daraus hervor, daB der Muskelbrei beim Stehen 
ohne Zusatz oder nach Hinzufiigen von Wasser bald wihrend 
lingerer Zeit seinen Lactacidogenbestand véllig oder nahezu 
unvyerindert bewahrt, bald stirkste Lactacidogenspaltung er- 
kennen liBt. Vereinzelt kommt es sogar, wie wir sahen, vor, 
daB in derartigen Veruchen ohne Zusatz von Ionen aus- 
gesprochene Lactacidogensynthese eintritt. Worauf die Unter- 
schiede beruhen, laBt sich mit Bestimmtheit zurzeit nicht an- 
geben, aber es liegt gewiB nahe, daran zu denken, daB sie 
bedingt sind durch einen von vornherein verschiedenen Gehalt 
der Muskulatur an Substanzen, die den Lactacidogenstoff- 
wechsel in der einen oder der anderen Richtung beeinflussen, 
d. h. im wesentlichen wohl an Ionen. 

Die Vorstellungen, die uns zu den dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Versuchen fiihrten, gingen davon aus, daB bei der 
Erregung des Muskels infolge einer plétzlichen Durchlassigkeits- 
steigerung von im Ruhezustande nur sehr wenig permeablen 
Grenzschichten Ionen aus der interfibrilliren Fliissigkeit an den 
offenbar innerhalb der Fibrillen gelegenen Ort des Lactaci- 
dogenstoffwechsels vordringen, und es ist gewif naheliegend 
anzunehmen, daB die Strukturzerstérung, wie sie in unseren 
Versuchen bei der Zerkleinerung der Muskulatur erfolgte, ge- 
niigt, um etwa in der interfibrillaren Flissigkeit oder im 
Sarkoplasma von vornherein vorhandene Ionen an die eben 
genannten Orte des Lactacidogenstoffwechsels gelangen zu 
lassen. 

Aus mehreren nachfolgenden Untersuchungen geht hervor, 
daB ein und dasselbe Salz sehr verschiedenartige Wirkungen 
auf den Lactacidogenstoffwechsel ausiiben kann, je nachdem 
ob seine wiBrige Lisung unvermischt oder vermischt mit an- 
deren Salzen zur Einwirkung gelangt. Auch von vornherein 
etwa vorhandene Verschiedenheiten im Jonengehalt der ver- 
wandten Muskulatur miissen daher unter Umstinden die Wirkung 
zugesetzter Ionen beeinflussen. 

Zudem ist, wie ebenfalls in einer nachfolgenden Arbeit 
von Abraham und Kahn dargetan wird, auch der jeweilige 
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Zustand der Muskelkolloide von gréBter Bedeutung fiir die 
ionale Beeinflussung des Lactacidogenstoffwechsels. Die eben 
erwihnten Umstinde lassen es als durchaus verstindlich er- 
scheinen, dab unsere zahlreichen Versuche nicht in jeder 
Hinzelheit gleichartig verliefen.") 

Die Tatsache des weitgehenden Parallelismus zwischen 
der Restitutionsfihigkeit der einzelnen Anionen am lebenden 
Muskel im Sinne von Schwarz und ihrem Vermégen, den 
Lactacidogenstoffwechsel in der Richtung der Spaltung zu be- 
einflussen, darf hiernach als feststehend angesehen werden, 
Uber unsere urspriinglich gehegten Erwartungen hinaus ergab 
sich, daB diejenigen Anionen, deren Na-Salze nach Schwarz 
keine oder kaum eine Wiederhersteilung des rohrzuckergelihmtei 
Muskels zulassen, nicht nur keine spaltungsbegiinstigende, sondern 
eine manchmal stark ausgesprochene synthesebegiinstigende 
Wirkung auf den Lactacidogenstoffwechsel ausiiben.’) 

Wir glauben daher, da8 die zu Anfang unserer Arbeit 





1) Die mannigfachen Erfahrungen iiber die verschiedenartige Be- 
einflussung von Kolloiden durch bestimmte Ionen, namentlich auch An- 
ionen, bei wechselndem H-Ionengehalt, geben gewi8 der Vermutung 
Raum, da8 auch die aktuelle Aciditiit, die ja sicher gerade im Muskel 
erheblichen Schwankungen unterworfen ist, von wesentlicher Bedeutung 
fiir die ionale Beeinflussung des Lactacidogenstoffwechsels ist. Wir 
haben deswegen mehrere Veruche angestellt, in denen wir verschiedene 
Anionen teils ohne Pufferung, teils unter wirksamster Pufferung mit 
Na-Bicarbonat auf den Muskelbrei einwirken lieBen. Tatsichlich ergab 
sich auch eine gewisse Abhingigkeit der geschilderten Ionenwirkung 
von der H-Ionenkonzentration, jedoch war sie relativ geringfiigig, und 
wir méchten von einer Schilderung unserer Versuche im einzelnen um 
so mehr absehen, als dieselben einerseits noch der Ergiinzung bediirfen 
und anderseits in einer nachfolgenden Arbeit dargetan wird, da® auch 
bei ein und derselben Wasserstoffionen-Konzentration die charakteristische 
Beeinflussung des Lactacidogenstoffwechsels durch bestimmte Ionen aufs 
schirfste hervortritt. (Siehe eine noch unverdffentlichte Arbeit von 
Embden und Haymann.) 

*) Wir méchten iibrigens die Frage offen lassen, ob die ganz 
voriibergehende und schwach ausgebildete Wiederkehr der Erregbarkeit 
des rohrzuckergelihmten Muskels nach Zusatz von Na-Citrat und Na- 
Fluorid iiberhaupt durch das Citration oder Fluorion hervorgerufen wird 
oder nicht vielmehr durch die gleichzeitig zugesetzten Na-Ionen. 
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entwickelten hypothetischen Anschauungen durch das Ergebnis 
unserer Untersuchungen einen hohen Grad von Wahrschein- 
lichkeit erhalten und méchten nunmehr an Hand der vor- 
liegenden Tatsachen unsere Anschauungen etwas ausfihrlicher 
entwickeln. 

Bei der Muskelarbeit tritt Spaltung von Lactacidogen in 
Phosphorséure und Milchsiure als charakteristischer chemischer 
Vorgang, plétzliche Steigerung der Permeabilitait von im Ruhe- 
zustande kaum durchlissigen Grenzschichten als charakteristisches 
physiko-chemisches (kolloidchemisches) Geschehen auf. Beide 
Vorginge sind offenbar fiir das Zustandekommen der Kontraktion 
durchaus notwendig und aufs engste miteinander verbunden: die 
im Erregungsaugenblick auftretende plétzliche Permeabilitits- 
steigerung der Muskelfasergrenzschichten bewirkt nicht nur 
Austritt von Phosphationen aus dem Muskel, sondern auch, 
wie aus einer elngangs erwihnten Arbeit hervorgeht, Eindringen 
yon Chlorionen in den Muskel. Chlorionen und vielleicht auch 
gewisse Kationen bewirken den Zerfall von Lactacidogen. Die 
hierbei auftretenden Sauren (Milchsaure und Phosphorsiure) rufen 
ihrerseits eine Verstarkung der eben erwahnten Permeabilitits- 
steigerung hervor, die zu vermehrtem Hintritt von Chlorionen 
und damit zu vermehrter Siéurebildung fiihrt 

Ursache und Wirkung wechseln also dauernd, und der 


ganze ProzeB kann als autokatalytisch bezeichnet werden. 


Wenn die Saurebildung die unmittelbare oder auch nur 
die mittelbare Ursache der Muskelkontraktion ist, so wird 


| hiernach die Muskelkontraktion eingeleitet gleichsam durch 
' ein Wechselspiel zwischen Permeabilititssteigerung und Hintritt 


von solchen Ionen, die durch Beeinflussung des Lactacidogen- 
stoffwechsels im Spaltungssinne zur Siurebildung fihren. 
Nach friiheren Untersuchungen wird — wenigstens im 
Froschmuskel — die im Kontraktionsaugenblick abgespaltene 
Phosphorsiiure schon vor dem Eintritt der Muskelerschlaffung 


_ wieder zu Lactacidogen aufgebaut!), und es liegt auf Grund 


1) Siehe Embden u. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 
(1922), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 18 
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unserer Ergebnisse nahe, auch diesen ProzeB mit der Wirkung 
bestimmter Jonen in Zusammenhang zu bringen. 

Von den bisher untersuchten Anionen kommt hier yor 
allem das Fluorion in Betracht, das selbst in ahnlich mini- 
malen Mengen, in denen es nach den Untersuchungen von 
Gautier und Clausmann!) im Skelettmuskel vorhanden ist, 
eine synthesebegiinstigende Wirkung auf den Lactacidogen- 
stoffwechsel im Muskelbrei ausiibt.”) Doch wird in einer 
nachfolgenden Arbeit Synthesebegiinstigung durch andere 
Tonen beschrieben, die vielleicht mehr noch als das Fluorion 
am intramuskuliren Wiederaufbau des Lactacidogens _ be- 
teiligt sind.%) 


Zusammentassung. 


Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 

1, Zusatz wiBriger Liésungen der Na-Salze verschiedener 
Siuren beeinfluBt den Ablauf des Lactacidogenstoffwechsels 
im frisch gewonnenen Muskelbrei aufs stirkste. 

2. Hierbei ordnen sich die Anionen der Sauren in einer 
Reihe, die der Hofmeisterschen Reihe entspricht. Die am 
stirksten quellungsbegiinstigenden (Rhodanid und Jodid) be- 
wirken die stirkste Abspaltung von Phosphorsiure aus dem 
Lactacidogenmolekiil. Dann folgen Nitrat und Bromid, dann 
Chlorid. Na-Sulfat und Na-Tartrat vermégen kaum eine 
stirkere Lactacidogenspaltung hervorzurufen, als sie in reinem 
Wasser erfolgt. Na-Citrat und Na-Fluorid schlieBlich fiihren 
zur Verminderung der von vornherein vorhandenen freien 
Phosphorsaure unter Aufbau von Lactacidogen. Namentlich 
die Wirkung des letztgenannten Salzes ist so stark, daB fast die 
gesamte, beim Versuchsbeginn vorhandene anorganische Phosphor- 
siure verschwinden kann. 


1) Gautier u. Clausmann, C.r. Bd. 156, S. 1347 (1913); Bd. 157, 
S. 94 (1913). 

*) Derartige Versuche finden sich z. B. in einer nachfolgenden 
Arbeit von Abraham u. Kahn. 

3) Siehe eine nachfolgende Arbeit von Lange. 
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3. Es besteht eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen 
denjenigen Anionen, die spaltungsbegiinstigend auf den Lact- 
acidogenstoffwechsel im Muskelbrei wirken und denjenigen, 
die nach friiheren Untersuchungen von Carl Schwarz die 
Arbeitsfahigkeit von rohrzuckergelihmten oder in der Lésung 
gewisser Salze ermiideten Froschmuskeln wiederherstellen. Die 
einzelnen Salze ordnen sich in den Versuchen von Schwarz 
in derselben Folge wie in unseren eigenen derart, daB z. B. 
das Rhodanion sowohl das starkste Restitutionsvermégen fiir 
den rohrzuckergelihmten Muskel besitzt, wie auch die stirkste 
Phosphorsiureabspaltung im Froschmuskelbrei hervorruft, wih- 
rend das Citration, das von den von Schwarz untersuchten Ionen 
die geringste Restitution des Froschmuskes zulaBt, in unseren 
Versuchen in seiner synthesebegiinstigenden Wirkung nur vom 
Fluorion iibertroffen wird. Das letztere vermag iibrigens ganz 
in Ubereinstimmung mit seiner Wirkung auf den Lactacidogen- 
stoffwechsel keine irgend linger andauernde Restitution des 
rohrzuckergelihmten Froschmuskels herbeizufihren. 

4. Es wird versucht, einzelne gelegentlich beobachtete 
Abweichungen von dem erwahnten Parallelismus zu erklaren. 

5. Auf die Anschauungen, die den Ausgangspunkt unserer 
Untersuchungen bildeten und deren Richtigkeit, wie wir glauben, 
durch die geschilderten Versuchsergebnisse einen hohen Grad 
von Wahrscheinlichkeit gewinnt, kann hier nicht nochmals ein- 
gegangen werden. 








Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XX. Mitteilung. 


Der Abbau zu einer Tricarbonsaure C,,H,,0,. 


Von 
Heinrich Wieland und Otto Schlichting. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1923.) 


Brenzdesoxybiliansiure ++ C,,H,,0, (Formel I) wird durch 
Permanganat so gut wie quantitativ zu der in der voran- 
stehenden Abhandlung weiter abgebauten Diketodicarbonsiure 
+ 0,,H,,0, (II) oxydiert. Weniger einheitlich erfolgt die 
stiirmische Kinwirkung von rauchender Salpetersiure. Es ist 
beim Studium dieser Reaktion vor 3 Jahren von Wieland 
und Schulenburg’) als eines der Oxydationsprodukte die 
sog. Norsolanellsiure isoliert worden, die spiter als mit Biloi- 


dansiure (III) identisch erkannt wurde.?) 


CH, CH, 
Fi Pie 
CH, CH) . CH, 0H 
| | ¢ CoH,» COOH | | | c.,,.0008 
CH ge CO CH 
a , = 
co €—\CH, bap 
| | 
CH,—CH CO COOH CH 


NG, NK 





1) Diese Zs. Bd. 114, 8. 172 (1921.) 
2) Ebenda Bd. 123, S. 218 (1922). 
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CH 
| C,,Ci9* COOH 
HOOC CH 


Il uae 
C——CH,-COOH 


| 
HOOC CH 
Pia 
CH, COOH 


Schon damals') wurde eines zweiten Reaktionsproduktes 
Erwihnung getan, einer schén krystallisierten Saure, deren 
Untersuchung noch nicht zum Abschlu8 gekommen sei. Die- 
selbe Saéure entsteht auch nach friitheren Befunden bei der 
Oxydation der Diketodicarbonsiure C,,H,,O, (11) mit rauchen- 
der Salpetersiure. Da aber ihr weiterer Abbau 4uBerst ver- 
lustreich verliuft, konnte er erst in Angriff genommen werden, 
nachdem wir in der Kinwirkung von Salpeter—Schwefelsiure 
auf die Saure C,,H,,O, eine bequeme und ertragreiche Methode 
gefunden hatten. 


. Die noch nicht beschriebene Siure hat die empirische Zu- 
na sammensetzung (C,H,0),,. Wir hielten sie anfangs fiir die Penta- 
Jie carbonsiure C,,H,,O,,, bis uns die genaue Analyse ihres sauren 
‘at Baryumsalzes den erfreulichen AufschluB gab, daB in ihr das 
ad Gallensiuremolekiil auf die Stufe C, oH, ,0, aufgebaut ist. Ihre 
dic weiteren Umsetzungen haben dies mit aller Schirfe bestatigt. 


Die thermische Zersetzung fiihrt, leider in sehr geringer 
Ausbeute, unter Abspaltung von je einem Mol CO, und H,O 
zur Brenzsiure C,;H,,O0,, einer Monoketodicarbonsaure, die 
sich durch Salpetersiure (D. 1,4), fast ohne Verlust durch 
_ Nebenreaktionen, zu einer Tricarbonsiure C,,H,,O, oxydieren 
1H  lieb. Die beiden hierbei abgespaltenen Kohlenstoffatome wurden | 
' quantitativ als CO, bestimmt. 

Die Saéure C,,H,,O, geht bei der trockenen Destillation 
ganz glatt in die prachtvoll krystallisierte Anhydridsdiure 
U,,H,,0, itiber. 

Obwohl der unerwartete jihe Abbau der Saure C,,H,,0, 
auf C,,H,,0, dem Plan der Untersuchung, das Molekiil Schritt 


16°" 24 
1) A. a. QO. S. 190. 
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fir Schritt zu erschlieBen, zuwider lauft, vermégen wir doch, 
dank dem schon vorliegenden Material, aus den neuen Er. 
gebnissen einige Schliisse zu ziehen, die fiir die Konstitutioy 
des Gallensiuremolekiils nicht ohne Bedeutung sind. 

1. In den Saiuren C,,H,,O, und C,,H,,0, ist noch ein Ring 
vom Gesamtmolekiil enthalten. Ring II und III miissen zerstirt 
sein, denn diese beiden Ringe enthalten in der Ausgangssiiure 
C,,H,,0, eine Carbonylgruppe. Demgemi8 kann nur der 
bisher unbekannte Ring IV in der neuen Siure enthalten sein. 

2. Kine der vier COOH-Gruppen mu8 an dem bisher nicht 
vollig aufgelésten Komplex C,,H,,-COOH, in dem auch Ring IV 
enthalten ist, haften. Ob das urspriingliche Carboxyl noch 
vorhanden ist, oder ob die Seitenkette eine Verkiirzung er- 
fahren hat, wird nachher erértert werden. 

3. Die drei iibrigen COOH-Gruppen bilden die Triimmer 
der zerstérten Ringe I, I] und HJ. Wenn wir die Blancsche 
Regel iiber die thermische Umwandlung von Dicarbonsiuren 
als in unserem Fall zu Recht bestehend annehmen, wenn wir 
ferner die bisher wohl begriindete Annahme machen, da die 
solitire Carboxylgruppe der Seitenkette auBerhalb der Reich- 
weite der anderen stehe, so verlangt der Ubergang der Siiure 
C,,H,,0, im die Brenzsiure C,,H,,O,, daB von dem er- 
schlossenen Teil des Gallensiuremolekiils mindestens 7 Kohlen- 
stoffatome erhalten geblieben sind. Zwei von den drei COOH- 
Gruppen miissen sich in 1,6-Stellung zueinander befinden. 

Zur besseren Ubersicht fiir die weitere Diskussion geben 
wir die Formel der Diketodicarbonsiure mit ihren fest be- 
griindeten Bestandteilen nochmals wieder. 


CH, HOOC 12 
A112 Ti 
CH,13 1.CH 1CH cae 
Ill C,oH,,* COOH | C,oH,,» COOH 
CO: 1wCH i0CH 
il IV we 
C-——s CH, 9 HC—_——s CH, 
| | | | 
HOOC: 5CH 7CO sCOOH 7COOH 
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CH, 
oa, 


3CH, wuCH 
V .COOH wCH | 


we 
» HC——3CH, 


;COOH ;COOH 

Man sieht, daB die Kohlenstoffatome 10 und 11 als Stiitz- 
punkte des neu entstandenen Molekiils in jedem Fall geblieben 
sein miissen, ebenso 9. Schneidet man auBer diesen 3 Kohlen- 
stoflatomen noch die fiir das MindestmaB des Riickstandes 
von 7 nétigen 4 weiteren heraus, so kommt man mit der Bei- 
behaltung von 5, 7, 8 und 12 zu einer Anordnung, durch die 
die obige Forderung fir ein System C,H,-(COOH), vollkommen 
erfillt wird (LV). Diese Gruppierung deckt sich auch, wie 
nachher erértert wird, durchaus mit einer sinngemifen Vor- 
stellung iiber den Reaktionsverlauf bei der Bildung der neuen 
Siure. 

Jeder Versuch, die Fragmente der Ringe I, I] und III 
mit mehr als 7 Kohlenstoffatomen am Molekiil der Saure 
C,,H,,0, zu beteiligen, scheitert an der Unméglichkeit, eine 
Formel abzuleiten, die ihren Eigenschaften und ihrem Abbau 
Rechnung trigt. 

4, Wenn vom Ring II und [II 7 C-Atome ibrig geblieben 
sind, so verlangt die Zusammensetzung der Siure C,,H,,0,, 
daS auch der Komplex C,,H,,-COOH zwei Kohlenstoffatome 
bei der Oxydation verloren hat. Dies ist bei den scharfen 
Bedingungen, unter denen die Umsetzung erfolgt, durchaus 
verstindlich. Es werden ja auch Dicarbonséuren der normalen 
Reihe durch Salpetersiiure unter Verlust von C-Atomen herunter- 
oxydiert und bei der energischen Oxydation der Desoxybilian- 
siure mit rauchender Salpetersiure haben wir ebenfalls eine 
Verkiirzung der Seitenkette um 2 C-Atome herbeifiihren kénnen.') 

Die Struktur der fiinf auBersten Kohlenstoffatome der 
Seitenkette hat Windaus am Cholesterin bewiesen; die ur- 
spriingliche Carboxylgruppe der Gallensiuren bildet das Ende 





!) XVIII. Mitteilung, Dieses Heft, S. 278. 
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—CH.-CH,-CH,-COOH. 
einer verzweigten Kette, gemiB | In 


aie —CH.COOH 
der Saure C,,H,,O, muB sie abgebaut sein zu | 
CH, 

An sich wire nicht ausgeschlossen, daB der Rest vom Kern des 
Molekiils her anstatt sieben 8 oder 9 C-Atome enthielte unter entsprechen- 
der weiterer Kiirzung der Seitenkette. Da jedoch diese mit endstindigem 
Carboxyl nur um 2 (nicht um 1) Kohlenstoffatome weiter vermindert 
werden kann, so wire nur die Beteiligung von 13 und 1, nicht aber 
von 13 allein fiir die andere Seite méglich. Eine Siiure dieser Struktur (V) 
kénnte aber nicht die Umwandlungen erfahren, die an der neuen Siure 
festgestellt sind, es sei denn, daB die Carboxylgruppe der Seitenkette durch 
deren Verkiirzung in riumliche Beziehung zu der in 7 oder 5 getreten wiire. 

5. Die Formel der neuen Siure C,,H,,0, laBt sich dem- 


gemiB mit groBer Wahrscheinlichkeit gemiB VI auflisen. 


HOOC 
H 
CH | —C(CH,)-COOH 
cH | —C,H,, 
VI 
HC—COOH 
CH, 
| 
COOH 
oc HOOC 
Pee "hig 
CH, 1 0H nCH | 
VII | | cyt, COOH VIII | '0,H,,-COOH . 
HOOC—CH—CH 10 CH | 


Fl 
HOOC 

Der Brenzsiure kommt dann die Konstitution VII zu. 
Ihr Abbau zu C,,H,,0, (VIII) vollzieht sich iiber eine Malon- 
siure, die durch weitere Oxydation ihre beiden Carboxy]- 
gruppen verliert. 

Wenn, wie wir glauben, der Ausdruck VIII fiir die Siure C,,H,,0, 
zutrifft, so stehen wir jetzt unmittelbar vor Ring IV, der unserer Meinung 
nach entweder an C,, und C,, mit Ring Ill verkettet ist, voraus- 
sichtlich als Sechsring, oder aber als Cyclohexanring an einem dieser 
beiden C-Atome ansteht, wegen der glatten Oxydation der Brenz- 
siure (VII) dann wohl an C,,. Das Molekiil der Cholsiure wiirde damit 
durch eine der beiden Formeln IX oder X wiederzugeben sein. 
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in HCOH CH CH CH, 
H : | | Hf 3 1p 
| CH GH CH) CH,-CH,-CH-CH,-CH,-COOH . 
‘ . 20 


LX i ee Na 
GH, C—CH, CH, 
| | | 


— HCOH CH CHOH 

- ae ae 

mM CH, CH, 

— CH, CH,—CH, CH, 
sa } ati —" iit | 

V) | HCOH i1:1CH—CH i1CH-CH-CH,-CH,-COOH . 
re : | Ns 16 - 
rN CH  w(CH, CH,—CH, 

X i a 

re. x CH, C———CH, 

n- -& | | 


HOCH CH CHOH 
Yi 
CH, CH, 

Falls sich das Ringsystem von IX als das richtige erweisen sollte, 
waren, abgesehen von der Beteiligungsméglichkeit der vier C-Atome 14—17, 
noch versechiedene Variationen der offenen Kette denkbar. Die beiden 
(-Atome 18 und 19 kénnten auch als Athyl oder als 2 Methylgruppen 
am Ring IV haften; auBer der in der Formel gegebenen Anordnung 

—CH - CH-CH,-CH,- COOH 
wire auch eine soleche von der Art | | méglich. 
CH, CH, 

Formel X li8t nur noch verschiedene Haftstellen fiir die Endkette 
frei und zwar an 17, 18 (= 16), 19 (= 15), 10 und 11. 

Das Auftreten erheblicher Mengen von «-Methylglutarsiure und 


1. Bernsteinsiiure bei der energischen Oxydation der Cholsiure‘') spricht 

vegen das Vorliegen einer Kette wie in IX angegeben, viel eher fiir 

eC d 

| eine Gruppierung \\CH—CH—CH,-CH,-COOH, in der Ca entweder 
nu. bC%a_ 
yn- CH, 
wh _ gegen b und e¢ (Methylgiutarsiure) oder gegen d (Bernsteinsdure) ab- 
. gesprengt werden kann. 
Ue : Uber den Mechanismus der Bildung der Saure C,,H,,0,. | 
ing E , 
ns. Wenn man die Diketosiure C,,H,,0, mit schwacherer 
ser +—— Salpetersiiure (1,35) oxydiert, so tritt ein intensiv blaugriin ge- 
nz § itirbtes Produkt auf, das allerdings nicht in analysenreinem Zu- 
mit q ———— 


) Panzer, Diese Zs. Bd. 60, S. 376 (1909); Bd. 119, S. 96 (1922). 
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stand zu erhalten war. Es ist aber zweifellos, daB eine Nitrogso- 
verbindung entstanden ist. Dies setzt eine reaktionsfiihige 
Methingruppe voraus, wie sie in ©, (siehe Formel auf 8. 27s 
vorliegt. Deren Beziehung zu drei #-stindigen C—O((R). 
Gruppen, nimlich zu den beiden Carbonylen in 1 und 7 und 
zum Carboxyl in 3 diirfte die , Autlockerung“ des Wasserstofi- 
atoms bedingen. Wir verstehen so, daS der Kingriff an (, 
vor sich gehen kann, dem dann Spaltung zwischen 6 und 7 
und weiter Ablésung von ©,, dann C, und ©, nachfolgt. (Die 


intermediar gebildete a@-Nitrososiure _C(N0)-COOH wird unter 
CO,-Verlust in die Isonitrosoverbindung iibergehen, deren 
weiterer Abbau ohne weiteres verstiindlich ist.) 

Gleichzeitig mit diesen Vorgiingen wird Ring III von der 
salpetrigen Siiure, dem wirksamen Agens bei Oxydationen mit 
Salpetersiiure erfaBt. Uber die Isonitrosoverbindung, die woll 
stets bei der Sprengung der Gruppe —CO—CH,— als erstes 
Produkt entsteht, wird aus C,, eine Ketogruppe gebildet, die 
sich gegen C,, hin oxydativ abtrennt. Dann wird die «-Keto- 
siure gegen ©, hin abgebaut und die schlieBlich sich ergebende 
Malonsiure spaltet die eine von ihren COOH-Gruppen ab. 

Im abgekiirzten Formelbild wiirde sich der ganze Reaktions- 


verlauf etwa folgendermafen darstellen. 


CH, 
ie 
CH, CH— 
| | 
Go CH 
Oe ) a all 
SCH, _— 
| > | | 
C-NO CO C=NOH COOH 
Pw we 
HOOC—CH, GH, HOOC—CH, 
CH, 
ge 
| HON=G cH— 
ae | | 
C—CH, O—C CH— 
sie oF a nary bl 
CO COOH S——cn, 


Pa | | 
HOOC—CH, COOH COOH 
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so: CH, HOOC 
lige q Yi. i 
By 4 CO CH— HOOC CH— 
78) | | | | 
R) a —> CO CH— —— CO CH— 
und & C———CH, C-—— 
of. COOH COOH 
LE HOOC HOOC 
dj j le Ny 
Die £ CH— OH 
| | ‘c.H,.-COOH 
> HOOC CH > CH 
ater q hg ae Ps 
ren C——CH, HCO—-——CH., 
| | 
COOH COOH COOH COOH 
der a 
mit ‘ Darstellung der Saure C,,H,,0.. 
ohl Sie wurde zuerst bei der Oxydation der Brenzdesoxy- 
stes  iliansiure mit rauchender Salpetersiure neben Biloidansiure 
die ' aufgefunden. Die Reaktion ist schon beschrieben'), soweit es 
eto; @ sich um die Isolierung dieser zweiten Siure (als ,,Norsolanell- 
nde _ siure“ bezeichnet) handelt. Aus den Mutterlaugen wurde die 
_ neue Saéure auf recht umstindliche Weise isoliert und in einer 
ns: @%  Ausbeute von etwa 10°/, rein erhalten. Da die Methode 


praktisch nicht in Betracht kommt, wird sie hier nicht naiher 
beschrieben. Die beiden Analysen, die unten angegeben 
sind, stammen von Priiparaten, die auf diesem Wege dar- 
gestellt sind. 

Recht gut verlaiuft die Gewinnung aus der in beinahe 
quantitativer Umsetzung (mit Permanganat) aus Brenzdesoxy- 
biliansiure erhiiltlichen Diketodicarbonsaure C,,H,,O,, und zwar 
iibertrifft die Ausbeute bei Anwendung von Salpeter—Schwefel- 
siure die mit rauchender Salpetersiure um mehr als das 
Fiinffache. Es werden zweckmaBbig jeweils 10 ¢ der Saure 
verarbeitet. 

Die Saiure wird in kleinen Anteilen in ein Gemisch von 
je 40 com Salpetersiure (D. 1,4) und konz. Schwefelsiure ein- 
getragen. Unter schwacher Erwirmung tritt nach kurzem 


!) Diese Zs. Bd. 114, S. 190 (1921). 
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Schiitteln Lésung und das erste Stadium der Oxydation ein, 
Durch zeitweiliges Kihlen in Wasser regelt man die Um- 
setzung so, daB es nur zur miBigen Entwicklung von nitrosen 
Gasen kommt. Ist alle Substanz eingetragen, so wird nicht 
weiter gekiihlt. Es setzt dann bald eine heftige Reaktion ein, 
nach deren MaBigung noch etwa 21/, Stunden lang auf dem 
siedenden Wasserbad erhitzt wird. Schon vorher hat sich ein 
dicker Krystallbrei ausgeschieden. Der abgekiihlte Kolben- 
inhalt wird jetzt mit 80ccm Wasser versetzt; nach halbtigigem 
Stehen saugt man ab, wascht mit wenig verdiinnter Salpeter. 
siure und Wasser und trocknet scharf, zuletzt auf dem Wasser- 
bad. Man erhalt so jeweils 4g fast reine Siure, das sind 
47,5°/, der Theorie. Bei einigen Versuchen haben wir die 
Menge des bei der Oxydation entstehenden Kohlendioxyds 
quantitativ bestimmt und sie zu 29—32°/, gefunden. Biloidan- 
siure entsteht unter diesen Bedingungen nicht. Ebensowenig 
geht die Biloidansiure durch Oxydation mit Salpeter—Schwefel- 
siure in die Sdure C,,H,,O, tiber; sie wird dabei verhaltnis- 
maBig langsam angegriffen. 0,4856 g spalteten in 11 Stunden 
0,1133g = 23,3 °/, CO, ab, wahrend sich fiir 1 CO, 9,05°/, berechnen. 
Zur weiteren Reinigung laBt man das Rohprodukt der 
neuen Saure einige Stunden unter Ather stehen, der gering- 
fiigige gelbliche Verunreinigungen herausnimmt. SchlieBlich 
wird das schneeweiBe Praparat aus der 4fachen Menge Alkohol 
umkrystallisiert, aus dem die Saure in langen, feinen seiden- 
glinzenden Nadeln herauskommt. Ist die Siure weniger rein, 
so bereitet die Krystallisation Schwierigkeiten. Dies gilt vor 
allem bei Anwendung von Wasser, das in der Siedehitze leicht 
lést. Aber diese Lésungen neigen, besonders wenn sie nicht 
reines Material enthalten, zur Gallertbildung. Aus verdiinnter 
Essigsaiure ist das Produkt auch in groBen, derben, glanzenden 
Prismen erhalten werden, die sich allmahlich zu Nadeln un- 
wandelten. Der Schmelzpunkt der beiden Formen liegt bei 
218° (unter Zersetzung, wahbrscheinlich Anhydridbildung). 


Analysen (Schulenburg): 


0,1836 g Substanz gaben 0,3749 g CO, und 0,1208 g H,0. 
0,1449 g ‘5 .  0,2958 g CO, und 0,0948 ¢ H,0. 
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in, CieHy,0, (344) Ber. C 55,81%/, H 6,98 °/, 
i ae Gef. ,, 55,69 55,68 ,, 7,86 7,28 | 
i Titration: 0,1355 g Substanz brauchten 15,85 eem n/10-NaQOH. | 
| | 0,1093¢ —,, _ — i | 
ht O1794g 5, 4 2089, 4. 


€ 


ts 344 
Aquivalent (=) Ber. 86 Gef. 86 86 87. 





in Drehungsvermoégen (in Alkohol) 

Ns [a]? = + ae = + 108°, 

‘i | [oe], =+ a =+ 10,9°, 

A [ale = + a =+ 10,5°. 

. Baryumsalze (W. Mothes). Sowohl das neutrale wie das saure 


Salz ist in Wasser schwer léslich. Das saure Salz ist besser krystallisiert 
und wurde zuerst herangezogen, um durch Titration und Ba-Bestimmung 


i die Formel der Siure als C,,H,,O, (und nicht C,,H,,0,,) festzulegen. 
nig ig der Siiure, in 8 ccm 2n-Natriumacetatlésung gelést und in der Siede- 
el. hitze mit einem Uberschu8 von Baryumchloridlésung versetzt, liefert sofort 


einen Niederschlag des schwer léslichen sauren Salzes, der nach mehr- 


“a stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad sich zu einheitlichen Krystallen 

en umbildet. 

eu. Das exsikkatortrockene Salz verlor im Hochvakuum bei 100° in , 

ler 6'/, Stunden 5,10°/, HO, fiir 11/, Mol. ber. 5,3 °/). 

1g- 0,1525 g Substanz verbrauchten 6,27 cem n/10-NaOH. Die titrierte 

ich Lésung wurde in der Hitze mit Soda ausgefillt; das abfiltrierte Baryum- 
carbonat verbrauchte 6,18 cem n/10-HCl, die den 6,27 ccm n/10-NaOH 

hol entsprechen. Man sieht, das Salz ist halb sauer. 

“nl C,,H..0,Ba Aquivalent Ber. 240 Gef. 243 

in, = Ba » 28,6 %/, »  29,28%, 

vor Die Verarbeitung der Oxydationsmutterlaugen nach vor- 

cht #— heriger Ausfallung der Schwefelsiure mit Atzbaryt bringt auf | 

cht FB 10g Diketosiure noch 0,5 g Zuwachs an der neuen Siaure, 

ter sodaB die Gesamtausbeute auf 54°/, der Theorie anzusetzen | 

len ist. Bernsteinsiure ist in geringen Mengen, zu 1—1,5°/, des 

m- Gesamtmaterials gefunden worden. Es ist damit ausgeschlossen, | 

bel daB sie neben der Saure C,,H,,0, entsteht. Oxalsiiure wurde 


nicht angetroffen; sie ist durch die konz. Schwefelsiure zersetzt 
worden, und dadurch erklirt sich auch der fiir den Verlust 
vom 7 C-Atomen geringe Betrag des abgespaltenenCO,. AuBerdem 
sind bei der Oxydation der Diketodicarbonsiure C,,H,,0, noch 
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héhere Saéuren entstanden, bei deren Bildung C, offenbar intakt 
geblieben ist. Auch iiber die Veresterung mit Diazomethan 
konnte daraus nichts Brauchbares isoliert werden. 

Tetramethylester C,,H,,0O,. Auf tibliche Weise durch 
Kinwirkung von Diazomethan auf die methylalkoholische Liésung 
der Siure C,,H,,O, dargestellt. Farbloses, zihfliissiges 0), 
das im Vakuum von 0,3 mm bei 200—207° iiberdestilliert 
wurde. 

0,1990 g Substanz gaben 0,4375 g CO, und 0,1411 g H,O. 

Ca9H 5,0, (400). Ber. 60,00 °/, 8,00 °/, H 
Gef. 60,00 7,90 


Brenzsaure C, 5 H520,. 


Bei dieser fiir den weiteren Abbau entscheidenden Reaktion 
lieB sich trotz der mannigfachsten Bemiihungen ebensowenig 
wie im Falle der Biloidansiure eine befriedigende Ausbeute 
erreichen. Auch die Anwendung der sauren Ester ainderte die 
Sachlage nicht. 

Die Kohlendioxydabspaltung erfolgt so schwierig, daB man 
lingere Zeit die Temperatur auf 300° halten muB; dabei wird 
naturgem&B viel Material zerstort. 

Es wurden jeweils 5 g der Siure C,,H,,O, im gewéhn- 
lichen Vakuum 2 Stunden lang auf 300—305° im Metallbad 
erhitzt; die Gewichtsabnahme betragt dann etwa 24°/, (bei 
Abgabe von je 1 Mol CO, und H,O sollte sie nur 18,3°), 
betragen). Die erkaltete braungefirbte Schmelze wird in Ather 
aufgenommen, in dem sie, wenn auch langsam, zum gréBten 
Teil léslich ist. Die braune Atherlésung schiittelt man dann 
nach und nach mit n/10-NaOQH aus und vereinigt die ersten 
Salzlésungen, die farblos sind, ebenso die nachfolgenden, soweit 
sie noch heller gefirbt sind, als die Atherlésung. Aus den 
wiBrigen Lésungen, die man getrennt hilt, wird dann der 
darin enthaltene Ather auf dem Wasserbad weggedampft, 
hierauf siuert man in der Siedehitze mit Salzsiure an, kocht 
kurze Zeit mit Tierkohle, filtriert und la8t langsam erkalten. 
Die in ziemlich reinem Zustand herauskommende Brenzsiure 
wird aus heiBem Wasser umkrystallisiert, in dem sie ziemlich 
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leicht léslich ist; die Léslichkeit in kaltem Wasser ist sehr 
gering. Die Saure bildet glitzernde, gezackte Blatter, beim 

' raschen Abkiihlen erscheint sie auch in langen SpieBen. Der 
ch ‘ Schmelzpunkt liegt bei 187°. Die Léslichkeit ist sehr groB 































ng § in Alkohol, Aceton, Kisessig, Benzol, bedeutend in Ather. 
Ul, FF Mikroanalysen nach Pregl (Weyland): 
ert 4,207 mg Substanz brauchten 9,882 mg CO, und 3,016 mg H,0O. 
' 6,494 mg » 15,116 mg CO, und 4,541 mg H,0O. 
C,;H,,0, (282) Ber. C 63,83 °/, H 7,80 °/, 
Gef. ,, 64,08 63,56 5 8,02 7,83 
Titration: 0,0680 g Substanz verbrauchten 4,92 cem n/10-NaOH. 


oe 282 | 
Aquivalent (=) Ber. 146 Gef. 138. 


on i Die Oxydation der Brenzsdure mit Salpetersaure. 
ig Fe Tricarbonsaure C,,H,,0,. 
ite 2,2 g der Brenzsiiure wurden in einem kleinen Erlenmeyer- 


lie JF kolben mit 11 com Salpetersiure (D. 1,4) in Lésung gebracht, 
die sofort ohne Fiarbung erfolgt. Beim Erhitzen auf dem 
an [% Wasserbad setzte lebhafte Reaktion ein, die nach 45 Minuten 
rd # beendet war; die Lésung war nahezu farblos geworden. Nach 
Zugabe von 11 cem Wasser erstarrte das Gemisch zu einem 


in- (% Krystallbrei farbloser Nadelchen, die nach mehrstiindigem 
ad F Stehen abgesaugt und mit wenig Wasser gewaschen wurden. 
bei FF Ausbeute 1,3 g. Die Mutterlauge lieferte noch weiter 0,25 g. 
"la 5 Das Rohprodukt schmilzt um 1° tiefer als die reine Saure. | 
er [F Es werden also iiber 70°/, der Theorie an der in Wasser 
en ‘ ziemlich leicht léslichen Abbausiure direkt isoliert, was auf 
nt § einen so gut wie quantitativ vor sich gehenden Verlauf der 
en —F Oxydation schlieBen liBt. 
eit Bei einem besonderen Versuch wurde das abgespaltene | 


en § Kohlendioxyd bestimmt. 0,608 g Brenzsiure gaben innerhalb 
ler FF einer Stunde 0,19162g CO, = 31,52°/,, ber. fiir 2CO, 32,3°/,. 


ft, Aus wenig heigem Wasser umkrystallisiert kommt die 

ht _ Tricarbonsiure in schénen glinzenden, zentrisch angeordneten : 
on. Prismen heraus, die frei von Krystallwasser sind und bei 187° | 
re ff} nach vyorherigem Erweichen schmelzen. Der nicht ganz scharfe 

ch 


Schmelzpunkt der Siure hat seine Ursache in ihrer groBen 





ee 
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Neigung, unter Wasserabspaltung in das Anhydrid iiberzugehen, 
Schon beim Trocknen im Hochvakuum bei 105—110° verlor die 
vorher im Exsikkator zur Konstanz gebrachte Substanz 0,5°/, an 
Gewicht, die nach dreisehr scharfen Mikroanalysen(Lunde)auf An- 
hydridbildung zuriickzufiihren sind (Gef. C 57,69, 57,76, 57,69°) ), 
Daher wurde bei Raumtemperatur im Vakuum getrocknet. 

4,131 mg Substanz gaben 8,670 mg CO, und 2,695 mg H.0O. 

C,H. 0, (272) Ber. C 57,359, H 7,35, 
Gef. ,, 57,24 y 7,30 
Titration: 0,2674 g Substanz brauchten 29,07 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent ( 


_ 


2S) Ber. C 91 Gef. C 92. 





Bei der Polarisation erwies sich die Tricarbonsiure als 
optisch aktiv; die Drehung, die wegen zu kleiner Mengen nicht 
ganz scharf bestimmt wurde, betragt etwa + 10° Bei An- 
wendung von Permanganat haben wir die Tricarbonsiure nicht 
aus der Brenzsaiure erhalten kénnen, auch keine andere Aut- 
sprengung des cyclischen Ringes war zu erreichen, da die 
Brenzsaure, die von Salpetersiure so leicht angegriffen wird, 
gegen Permanganat iiberaus bestandig ist und, auch mit einem 
bedeutenden Uberschu8 auf dem siedenden Wasserbad oxydiert, 
zum gréBten Teil unverandert zuriickgewonnen wird. 


Anhydrid C,,H,,0,. Beim Erhitzen der Tricarbonsiure 
bis auf 260° wird keine Spur Kohlendioxyd abgespalten, sondern 
nur 1 Mol Wasser; das Anhydrid beginnt bei dieser Temperatur 
schon zu destillieren und setzt sich in strahligen Aggregaten 
an den kalteren Winden des Kolbens ab. Man léste die nahezu 
farblose Schmelze nach dem Erkalten mit wenig absolutem 
Ather heraus und versetzte die Lésung mit Petrolither bis zur 
beginnenden Triibung. Nach einiger Zeit war das Anhydrid in 
schénen glitzernden sternformig gruppierten Nadeln auskrystalli- 
siert. Nach Wiederholung der Reinigungsoperation war der 
Schmelzpunkt nur um |° gestiegen. Er liegt bei 147—148". 


Mikroanalyse nach Pregl (Lunde): 
4,291 mg Substanz gaben 9,690 mg CO, und 2,755 mg H,O. 
C,,H,.0; (254) Ber. C 61,42,  H 7,09, 
Gef. ., 61,59 » tae 
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Die Reaktionsfolge, die von der Desoxycholsiure C,,H,.O, zur 

Tricarbonsiiure C,,H,,O, fiihrt, enthilt die praiparativ noch nicht iiber- 

. wundene schwache Stelle im Ubergang der Siure C,,H,,0, in ihre 
Brenzsiure. Durch sie wird die Ausbeute auf ein Minimum herab- 
gesetzt, wihrend alle andern Teilreaktionen mit befriedigender Ausbeute 
vor sich gehen. Die nachfolgende Aufstellung gibt einen Uberblick 
dariiber. 

1000 g Desoxycholsaure (Essigsiurefrei) —-> 720 g Desoxybilian- 
siure C,,H,,0, ——> 350 ¢ Brenzdesoxybiliansiiure C,,H,,O, ——> 320¢ 
Diketodicarbonsiure C,,H,,O, ——> 145g Tetracarbonsiure C,,H,,0, 

> Tg Brenzsiure C,,H,,O; —-> 5,5 g Tticarbonsiure C,,H,,0,. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 


Proteinstudien. I. 
Verhalten bei der Auflosung in Phenolen. 


Von 
R. 0. Herzog und E. Krahn. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Faserstoffchemie. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1923.) 


Wir haben versucht, Auflésungen von Proteinen in wasser- 
freien Medien, vor allem in Phenolen?) zu deren Studium zu 
benutzen. Die orientierenden Versuche, iiber die hier berichtet 
wird, galten der Frage, ob und in welcher Richtung die Eiweif- 
stoffe bei der Behandlung mit diesen Agentien verindert 
werden. Bei milder Kinwirkung scheint sich eine chemische 
Destruktion vermeiden zu lassen, beim Erwiarmen auf héhere 
Temperaturen oder durch laingere Zeit treten verschiedenartige 
Reaktionen ein. 

Wie aus Versuchen des einen von uns mit B. Grzcegor- 





1) Kinige Angaben iiber Phenol als Lésungsmittel fiir Proteine in 
der Technik finden sich bei N. Trénsegaard, Diese Zs. Bd. 127, 8. 142 
(1923); siehe ferner D.R. P. 129238, Kl. 129p (Verfahren zur Herstellung 
von Verbindungen von Spaltprodukten der Proteinstoffe mit aromati- 
schen Ké6rpern, die eine oder mehrere Hydroxylgruppen oder Amino- 
gruppen im Kern enthalten) D.R. P. 88029, K1. 30, D.R. P. 106 963, KI. 12, 
D. R. P. 162656, Kl. 12p. — AuBer Phenolen kommen noch, wie z. T. 
neu gefunden wurde, Amine, Amide, organische Siuren, Alkohole und 
Aldehyde als Lésungsmittel fiir Proteine in Betracht, ihrem eingehenderen 
Studium konnten wir uns bisher noch nicht zuawenden. — Uber Ver- 
bindungen von Phenolen mit Diketopiperazinen haben G. Powarnin 
und P. Tichomirow, J. d. russ.-phys. Ges. Bd. 52, S. 40 (1920); Chem. 
Zbl. 1928, LI, S. 857 in neuester Zeit gearbeitet. 
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zewski') hervorgeht, wandeln sich Peptide in Anhydride um. 
So gab Glycylglycin, im Verhaltnis von 1:10 mit Kresol im 
zugeschmolzenen Rohr 50 Stunden bei 105° C. erwirmt, Glycyl- 
glycinanhydrid in der Ausbeute von 80°/,. Glycylalanin lieferte 
das entsprechende Anhydrid erst bei 165°. Bei Tripeptiden 
verlief die Reaktion komplizierter. Glykokoll wurde erst ober- 
halb 190° mit merklicher Geschwindigkeit z. T. in das Diketo- 
piperazin umgewandelt. 

Beim Erhitzen von Proteinen in phenolischer Liésung 
wurde die Abspaltung von NH, und SH, festgestellt. 

Ks soll untersucht werden, inwieweit aus dem Verlauf 
dieser Zersetzungsvorginge auf die Anordnung und Bindung 
der Bausteine in den Proteinen geschlossen werden kann. 


A. Gelatine. 

30 g Gelatine wurden 6 Stunden mit 300g Phenol bei 
70° behandelt, es trat klare Lésung ohne Verfirbung ein. 
Hierauf wurde 1?/, kg Chloroform zugesetzt und dann die Substanz 
mit Ather als weiBes Pulver gefallt, das nach 3tigiger Extrak- 
tion mit Ather im Soxhlet vollig geschmacklos, phenolfrei und in 
Wasser leicht léslich war. Eine 10°/,ige wasserige Lésung dieses 
Produkts gelatinierte bei Zimmertemperatur. Die Viscositits- 
bestimmung einer 5°/ igen wiasserigen Losung im Ostwaldschen 
Apparat zeigte, daB die innere Reibung im Vergleich zur nicht 
behandelten Gelatine etwas abgenommen hatte. (DurchfluBzeit 
47,2 gegen 61,9 Sek. der urspriinglichen Gelatine; Wasser — 
35,3 Sek.).2) Der N-Gehalt anderte sich durch rs Behand- 
lung nicht: 


Unbehandelte Gelatine. . . . . N = 17,84°/) (Asche = 2,79 °%/,) 
Gelatine wie angegeben behandelt N = ‘a »77 /, (Asche = 2,32 %/,) 


Auch nach 10 Minuten langem Sieden der Lésung wurde 
eine Anderung des N-Gehalts nicht gefunden: N = 17,75°/, 





‘) Diese Versuche waren abgeschlossen, bevor die Mitteilungen 
von Ssadikow und Zelinsky (Biochem, Zs. Bd. 136, 8. 241 (1923) 
und y. P. Brig], Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1887 (1923) publiziert waren. 

*) Diese relativ geringfiigige Abnahme 1a8t sich wohl eher durch 
physikalische Veriinderung (Dispergierung) als durch chemische deuten. 
19* 
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dagegen hat die wasserige Lésung des Produkte die Gelatinier- 
fahigkeit selbst bei einem Gehalt von 50°/, verloren. 

Die Untersuchung des Aminostickstofis nach van Slyke! 
zeigt eine Abnahme mit der Dauer der Phenolbehandlung: 


°/, N als freier Aminostickstoff 
nicht behand. Gelatine 10 Min. gekocht 6Stdn. gekocht 24 Stdn. gekocht 
4,79 %/, 4,10°/, 3,61 °/, 0,95 °/, 
Ks liegt nahe, dies Ergebnis gemi8B den Versuchen mit Peptiden 
durch Bildung von Diketopiperazinen zu deuten. 


B. Schatwolle. 


Wird Wolle mit Phenol auf 175—180° erhitzt, so tritt 
zunichst Quellung ein, dann verwandelt sich die Wolle in 
eine schleimige Masse, nach 8—10 Minuten ist eine klare hellrot- 
braune Lésung entstanden. 

Bei der weiteren Verarbeitung der Lésung erwies sich: 
die Anwesenheit von Feuchtigkeit als sehr stérend, so dai 
stets Wolle benutzt wurde, die zuvor auf 103° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet war; das Phenol wurde zur Reinigung 
vor der Benutzung destilliert. 

Versetzt man eine so gewonnene 10°/,ige Loésung von 
Wolle in Phenol unter Kiihlung mit dem doppelten Volumen 
Ather?), so erhalt man einen feinflockigen, hellen Niederschlag, 
der 3 Tage mit Ather im Soxhlet extrahiert wurde, bis dieser 
keine Phenolreaktion mehr gab. Ausbeute 80°/, der an- 
gewandten Wolle. 

5 Priparate auf die beschriebene Weise dargestellt, hatten 
einen N-Gehalt von 16,18°/, im Mittel gegen 16,60°/, der 
Wolle; der S-Gehalt war 2,16°/, gegen 3,46°/, der Wolle. 
Der beobachtete N-Verlust entspricht der Zunahme an freiem 
NH, bei der Behandlung der Wolle in dem siedenden Phenol. 

Um auf Anwesenheit von Phenol zu priifen, wurden 15 g 
der Substanz mit 30g H,PO, und 270 ccm H,O bis zum 
Schwinden der Biuretreaktion im RiickfluBkiihler behandelt 





1) Chem. Ber. Bd. 43, S, 3170; Bd. 44, 8. 1684. 
*) Andere organische Flitissigkeiten erwiesen sich als minder ge- 
eignet oder weniger wirksam. 





a) 
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und die Lésung dann destilliert. Im Destillat war Phenol 
nicht nachweisbar. 

Die N-Verteilung in der Substanz, nach der Methode von 
T. B. Osborne und I. F. Harris?) untersucht, ergab (Mittel 
aus je 2 Bestimmungen): 





Humin-N NH,-N Diamino-N | Monoamino-N 


Wolle . . . 1,94 1,55 25,31 65,20 
Substanz .. 2.09 12,08 21,49 64,34 














Humin- und Monoaminostickstoff haben sich wenig ge- 
‘indert, dagegen hat der Diaminostickstoff erheblich abgenommen, 
so daB die NH,-Differenz etwa zu einem Teil auf die Mono- 
aminosiuren und zu 4 Teilen auf die Diaminosiuren zu be- 
ziehen ist. 

Das Reaktionsprodukt lést sich in 80°/,igem Alkohol. 
Konzentrierte anorganische Siuren lésen bei gelindem Erwairmen, 
bei Verdiinnung solcher Lésungen entsteht ein Niederschlag. 
Die Substanz ist in den meisten Phenolen léslich und wird 
aus den Lésungen durch Verdiinnung mit organischen Flissig- 
keiten zumeist wieder ausgefallt. Sie ist leicht léslich in 
Alkalien, auch Alkalicarbonat, schon in /,°/,iger Soda. Line 
2°/,ige sodaalkalische Liésung ist dunkelbraun und opaleszent, 
Zusatz von Alkali bringt die Opaleszenz zum Verschwinden. 
Die Substanz kann auch in alkalischer Liésung ausgesalzen 
werden. Setzt man zu einer alkalischen mit NaCl gesittigten 
Lésung HCl zu, so vermehrt sich die Fallung. Der entstandene 
Niederschlag ist in saiure- oder salzfreiem Wasser sehr leicht 
léslich, mu8 daher mit Salzlésung ausgewaschen werden. Er 
enthalt 15,77°/, N und 24,56°/, Asche (Kochsalz). 

Im Gegensatz zu nativen Keratinen wird das mit Ather 
gefallte Produkt von Trypsin verdaut. 

Um die Fallung mit Ather zu ersparen, ist auch versucht 
worden, aus der im Vakuum bis auf 30°/, konzentrierten Phenol- 
lésung das Phenol mit Wasserdampf abzutreiben. Am Ende 
der Operation befand sich im Kolben eine klare, hellgelbe 


1) Journ. Americ. Chem. Soc. Bd. 25, 8. 228 (1908). 
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Fliissigkeit, wahrend die Substanz an den Kolbenwinden 
haftete. Die Fliissigkeit wurde abgegossen, die Substanz bei 
100° im Vakuum getrocknet und dann zu einem hellbraunen 
Pulver verrieben, das sich von dem mit Ather gefallten durch 
einen wesentlich geringeren N-Gehalt unterschied: N = 13,32°) 
gegen 16,18°/, (Asche 0,17°/,). 

Die Verteilung des N gibt die nachstehende Tabelle: 








Humin-N NH,-N Diamino-N | Monoamino-\ 
Wolle . . . 1,94 7,55 25,31 65,20 
Substanz . . 3,89 10,18 23,30 62,64 











Die Tabelle zeigt wieder eine Zunahme des NH,- und 
Humin-N auf Kosten der Diamino- und Monoaminosiiuren, nur 
ist diesmal der Verlust etwa gleichmiiBig verteilt; der S-Gehalt 
ist 2,43 ,/°, dem mit Ather gefillten ungefihr gleich, der Asche- 
gehalt um etwa 1°/, niedriger, die wasserléslichen Bestand- 
teile sind herausgewaschen. 

Zur Destillationsbeschleunigung durch Temperaturerhéhung 
wurde der Kolbeninhalt mit Kochsalz gesittigt. Das gewonnene 
Produkt hatte einen N-Gehalt von 14,31°/) (Asche 1,90 °/)). 

Um zu priifen, ob die Anwesenheit des Phenols wihrend 
der Wasserdampfdestillation den N-Gehalt beeinfluBt, wurde 
die mit Ather aus der Woll-Phenollésung gefiillte, phenolfrei 
extrahierte Substanz der Wasserdampfdestillation unterworfen. 

Der N-Gehalt vor der Destillation betrug 16,14°/,, nachher 
15,66°/, (Asche 0,46). 

Die N-Verteilung dieses Praparats zeigt folgende Tabelle: 











Diamino-N | Monoamino-N 











Humin-N NH,-N 
Ather gefillt . 2,09 12,08 21,49 64,34 
Ather gefallt u. 
destilliert . . 1,87 9,82 22,49 65,82 











Die N-Verteilung ist also durch die Wasserdampt- 
destillation nicht wesentlich geiindert. 

In der nachstehenden Tabelle sind die gefundenen N-Werte 
zusammengestellt: 
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lem / 8 “ly Asche 

Wolle . im — 16,60 3,46 0,81 
mit Ather gefiilltes Produkt way Os 16,18 2,16 1,04 
mit Ather gefiilltes Produkt ial 

destilliert. . . . 15,66 — 0,46 
Phenollésung dampfdestilliert ae ee 13,32 2,43 0,17 
ebenso + NaCl destilliertt . |... 14,31 1,90 
ebenso + H,PO, destilliert . . . . 14,00 0,38 


EKrhitzt man die Wolle langere Zeit mit Phenol, z. B. 
18 g Wolle mit 400 g Phenol am Riickflu8kiihler (schwaches 
Sieden) und fillt in der oben beschriebenen Weise mit Ather usw., 
so nimmt die Ausbeute ab (bei den angegebenen Bedingungen: 
11,5 g), die Substanz wird etwas dunkler, schmeckt stark 
bitter, besitzt den N-Gehalt von 16,03°/, (Asche 1,15°/,.) und 
zeigt den auffallend niederen Wert fiir S von 1,04°/,. Wahrend 
sich der N-Gehalt also nicht merklich geindert hat, hat der 
S-Gehalt erheblich abgenommen und ist ein stark bitterer 
Geschmack entstanden. 


Aus den Versuchen folgt: 

1. Durch Erwirmen in phenolischer Lésung lassen sich 
Peptide zu Anhydriden (Diketopiperazin) umwandeln. 

2. Durch Auflésen von Gelatine in Phenol unter milden 
Bedingungen scheint Gelatine nicht wesentlich veraindert zu 
werden, wahrend bei intensiverer Kinwirkung wahrscheinlich 
Verinderungen wie bei 1. eintreten. 

3. Beim Erhitzen von Wolle (Keratinen) mit Phenol wird 
ein Teil des N als NH,, insbesondere bei energischer Be- 
handlung ziemlich viel SH, (bis ?/,) abgespalten, der NH,- 
und Humin-N (nach Osborne und Harris) nehmen auf Kosten 
von Amino- und Diamino-N zu. 
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Proteinstudien. II. 
Versuche zur Molekulargewichtsbestimmung an Seidenfibroin. 
Von 


R. 0. Herzog und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-lInstitut fir Faserstoffchemie). 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1923). 


In dieser Notiz wird iiber vorliufige Versuche?) berichtet, 
die Léslichkeit von Proteinen in Phenol zur Molekulargewichts- 
bestimmung nach der Gefrierpunktsmethode zu verwenden. 
Ks lag nahe, zuniachst Seidenfibroin zu untersuchen. R. 0. 
Herzog und W. Jancke*’) haben mittels Réntgenstrahlen 
nachgewiesen, daf eine krystallisierte Substanz vorliegt. 
R. Brill‘) konnte zeigen, daB es sich um ein Gemisch von 
Stoffen handelt, von denen einer, der in neun untersuchten 
Seidenarten vorkommt, krystallisiert ist. Seine Bausteine sind 
ausschlieBlich Glycin und Alanin. Die anderen Bestandteile 
des Fibroims bilden einen oder mehrere amorphe Begleiter 
dieses K6rpers. 

Die Molekulargewichtsbestimmung dieses Gemisches ge- 
schah in der Voraussetzung, dab — nach Abtrennung nieder- 
molekularer Verunreinigungen — die Schmelzpunktserniedrigung 
der krystallisierten Substanz zuzuschreiben ist, wihrend die 
Begleitstoffe kolloid gelést und damit ohne EKinwirkung sind. 





) Vorgetragen in der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
14. Mai 1923. 

*) Leider miissen wir beziiglich der Zahlen insofern gewisse Vor- 
behalte machen, als sich nach Abschlu8 der hier mitgeteilten Beobach- 


tungen ergab, daB die Seide biologisch nicht einheitlich war und nur 
teilweise Bombyx mori entstammte. 


3) Berl. Ber. Bd. 53, S. 2162 (1920). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 434, S. 204 (1923). 
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Als Lésungsmittel wurde Resorcin benutzt, in dem sich 


j Seidenfibroin sehr leicht unmittelbar beim Schmelzpunkt lést.') 


Seidenfibroin wurde mit alkalifreier Seife entbastet und 


| auf folgende Weise von niedermolekularen Verunreinigungen 
/ qu reinigen versucht. 


Extraktion durch Mahlen in der Kolloidmihle. 
Das Seidenfibroin wurde mit der 100 fachen Menge Alkohol 


| etwa 5 Stunden in der Kolloidmiihle von Plauson?) gemahlen, 
i die Suspension aufgekocht und der sich bald absetzende Schlamm 
: von der braun gefarbten Lésung abfiltriert. Die Lésung hinter- 
7 laBt nach dem Abdampfen einen rotbrauen Sirup, aus dem Spuren 
: rotbrauner Nadelchen (wahrscheinlich Seidenfarbstoff), aber keine 
' peptidartigen Stoffe isoliert werden konnten. Aus der Molekular- 
sewichtsbestimmung der Suspension ergibt sich, daB geringe 


Mengen niedermolekulare Verunreinigungen ausgewaschen worden 
sind, denn man erhialt ein Molekulargewicht 169—180 gegeniiber 
145—150 von ungereinigtem Fibroin. Ein zweites Mahlen 
der erst mit Alkohol gemahlenen Seide mit Wasser erhéht 
das M.-G. auf 202—215. 


Extraktion durch Kochen unter RickfluB. 


Abnliche Resultate erhilt man, wenn man das Fibroin 
unter RiickfluBkochung 2 Tage mit Methylalkohol extrahiert. 
M.-G. = 195—198. Nachtrigliches Auskochen mit Wasser 
bewirkt keine Veriinderung. M.-G. = 169—199. 


1) Zum Vergleich seien folgende in diesem Lésungsmittel bestimmte 
Molekulargewichte angegeben. 





 Molekulargewicht 














Substanz 

— gefunden | theoretisch 
Glykokoll . . 2. . 80,6 | 15 
Glycinanhydrid . . . 117 | 114 
Glyeylalanin . . . . 180 | 146 


Um Anhydridbildung zu vermeiden, diirfen Peptide nicht lange erwarmt 
werden (s. vorstehende Mitteilung). 
*) Vel. z. B. Chem. Ztg. 1920, Nr. 90. 
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Auflésung in Resorcin und Fallen mit Ather. 


Um eine energischere Reinigung der Seide vorzunehmen, 
wurde in Resorcin durch Erhitzen wenig iiber den Schmelz- 
punkt gelést. Aus der klaren, wenig gefairbten Lisung list 
sich die Seidensubstanz wieder quantitativ ausfillen. 

Um zu verfolgen, ob das Resorcin einen Abbau der Seide 
hervorruft, wurde systematische Variation der Temperatur und 
Zeitdauer der Einwirkung durchgefiihrt. Von den gefillten 
Praparaten, die bis zur vélligen Resorcinfreiheit im Soxhlet 
erst mit Ather und dann mit Aceton extrahiert waren, wurden 
N- und M.-G.-Bestimmungen ausgefiihrt. Das Ergebnis war, 
daB Erwairmen auf 120° durch 30 Minuten!) oder auf 140° 
durch 10 Minuten keine Verinderung im N-Gehalt oder M.-G. 
hervorrief, wihrend eine intensivere Kinwirkung N-Verlust zur 
Folge hatte. Durch Auskochen mit Wasser waren nur Spuren 
von Substanz in Lésung zu bringen, wobei der N-Gehalt keine 
merkliche Verinderung erfuhr. 


Extraktion mit Kresol. 


Nach 5maliger Behandlung des, wie eben beschrieben, 
hergestellten Resorcinpriparates mit der 10 fachen Menge frisch 
destillierten Kresols (je 40 Minuten bei 120°) waren 25—28°/, 
der Seidensubstanz in Liésung gegangen. Dieser kresollésliche 
Teil lieB sich durch Ather fallen. Sein N-Gehalt schwankte 
zwischen 14—16°/,, der des unléslichen Riickstandes bei ver- 
schiedenen Priaparaten zwischen 17,47 und 18,82°/,. Molekular- 
gewichtsbestimmungen des unléslichen Teiles ergaben 314, 321, 
350; Mittel = 328. 

Seidenfibroin wurde mit der 20fachen Menge Kresol 
4 Stunden bei 120—140° im Olbad erhitzt. Aus der Liésung 
lieBen sich nur 2°/, der angewandten Seide mit Ather fillen. 
Der mit Ather und Aceton extrahierte Riickstand zeigte das 
M.-G. 320—380, der lésliche Teil 187—198. 





1) Selbst eine Behandlung durch 90 Minuten lieB keine Einwirkung 
erkennen. 
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Lésen in Saéure und sofortiges Neutralisieren. 

5g Seidenfibroin wurden in 100ccm 10-—n eiskalter Salz- 
siure moglichst schnell (in 2—3 Minuten) gelést und sofort 
in der Kilte neutralisiert. Bei kurzem Einengen im Vakuum 
(30—40° C) koagulierte der gréBte Teil der gelésten Substanz ’), 
die durch Auskochen mit Wasser von anhaftendem Kochsalz 
befreit wurde. N = 18,07°/,, M.-G. = 351—372. Die neutrale 
Lésung konnte auch durch Dialyse vollkommen von Kochsalz 
befreit werden, ohne daB ein stickstoffhaltiger Kérper dialysierte. 
[Im Gegensatz zu nativem Seidenfibroin ist sie verdaulich. 

Aus den Versuchen folgt: 

1. Aus Seidenfibroin liBt sich weder durch Mahlen in 
der Kolloidmiihle mit Wasser oder Alkohol eine merkliche 
Menge niedermolekularer Substanz extrahieren. Die krystalli- 
sierte Substanz im Seidenfibroin ist also gewiB weder ein 
monomolekulares Dipeptid, noch ein solches Diketopiperazin 
aus Glycin und Alanin, wie auch aus dem Réntgendiagramm 
geschlossen werden kann. 

2. Das Molekulargewicht des nach 1. gereinigten Seiden- 
fibroins in Resorcin ist etwa 200. Durch Extraktion mit 
Kresol wurden Priiparate mit dem M. G. 314—380, durch 
Lésen in Saéure und Neutralisieren von 350—370 erhalten, 
der N-Gehalt anderte sich gegen die urspriingliche Substanz 
nicht merklich. 

Inwiefern die Behandlung mit Kresol usw. eine Reinigung 
des krystallisierten Koérpers von seinen Begleitern oder aber 
Zerstérungen, wie in der vorstehenden Mitteilung angegeben, 
bewirkte, bleibe vor weiterer experimenteller Priifung un- 
erdrtert.”) 





1) Bei héherer Konzentration koaguliert die Lésung infolge des 
Salzgehaltes sehr leicht. 

*) Verschiedene Griinde sprechen dafiir, daB es sich um ein Poly- 
merisationsprodukt eines Dipeptids (aus Glykokoll + Alanin) oder seines 
Anhydrids handelt (Polymerisationsfaktor wahrscheinlich = 2). Da8 die 
Bausteine der Proteine durch Nebenvalenzen zusammengefigt sein 
kénnen, haben z. B. R. O. Herzog (Eiwei8stoffe in Ullmann, Enzyklo- 
padie der techn. Chem. ,,Eiwei®kérper“ S. 495, Z. 3 (1916), ferner K. HeB, 
Zs. f. Elektrochemie Bd. 26, S. 232 (1920) bemerkt. 
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Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Dezember 1923.) 


Die Bildung eines Hexosephosphorsiureesters, des Zymo- 
phosphats, als Zwischenprodukt bei der alkoholischen Girung 
ist sehr wichtig fiir die ganze Girungschemie geworden durch 
die Befunde von Embden und Mitarbeiter, da8 Muskelpreb- 
saft eine Bildung von Milchsiure aus Zymophosphat hervorruft. 
Die alte von Buchner und Meisenheimer vertretene An- 
nahme von der Milchsiure als Zwischenprodukt der alkoholi- 
schen Girung tritt dadurch von neuem hervor. Andererseits 
haben die Arbeiten von Neuberg und Mitarbeiter die Brenz- 
traubensiure als Zwischenprodukt der alkoholischen Girung 
sehr wahrscheinlich gemacht. 

Von groBem Interesse fiir die Frage von der Bedeutung 
des Zymophosphats bei der Milchsdéurebildung ist: Wird bei 
der normalen, von typischen Milchsaiurebakterien hervorgerufenen 
Milchsiuregirung Zymophosphat als Zwischenglied gebildet 
oder nicht. Mit dieser Frage haben schon Euler und Svan- 
berg ) vor Jahren sich beschiftigt und zwar mit negativem 
Resultate. Da sie jedoch nur mit lebenden Bakterien (B. 
casei EK.) in verhaltnismaBig schwachen Bakterienemulsionen 
gearbeitet haben, scheint die Priifung der Frage mit konzen- 


1) Diese Zs. Bd. 100, S. 148 (1917). 
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trierten Bakterienlésungen und Bakterientrockenpraparaten er- 
forderlich. 

Uber den Enzymgehalt, die Enzymbildungen und Enzym- 
veranderungen der Hefen gibts schon eine Menge quantitative 
Bestimmungen, besonders von Euler und Mitarbeiter. Da die 
Mikroorganismen nur wegen ihrer Enzyme chemisch wirksam 
sind, bilden diese Arbeiten den Anfang fiir die moderne Bio- 
chemie der Mikroorganismen. Uber die Enzyme der Bakterien 
ist noch sehr wenig Quantitatives bekannt. Um auch in der 
Bakteriologie die quantitative Enzymbestimmung einzufihren, 
wurde in vorliegender Arbeit das Garungsvermégen der Milch- 
siurebakterien pro Zelle zu bestimmen versucht. HKinige Ver- 
suche tiber die Katalase und das Vermégen der Milchsiure- 
bakterien, das Methylenblau zu reduzieren, wurden auch aus- 
gefiihrt. 


Die Herstellung des Trockenpraparats und Acetondauerpraparats. 


Das Bakterienmaterial wurde von einer Reinkultur des 
Streptococcus lactis in der Molke hergestellt. Die Lactokokken 
wurden an Stelle der viel gréBeren Caseibakterien gewihlt, 
weil sie viel alkalitoleranter sind als diese. Das pq-Maximum 
der Caseibakterien ist nimlich bei py 6—7, wo die Zymo- 
phosphatbildung mit Hefe nach Euler und Nordlund’) sein 
Optimum hat; die Lactokokken gedeihen sehr gut noch bei 
Po liber 7. Kine Reinkultur von Str. lactis in Milch verdanke 
ich Herrn Prof. Chr. Barthel, Experimentalfaltet, Stockholm. 

Das Ziichten der Bakterien in groBer Skala fiir die Her- 
stellung des Trockenpraparats geschah in geklarter Molke. Fiir 
die Beschaffung der Molke danke ich bestens dem Vorstand 
des Molkereiversuchslaboratoriums des Staates, Herrn E. Hag- 
lund und Assistent C. Buhrgard. Die sterilisierte Molke 
mit 2—3°/, Molkereinkultur von Str. lactis geimpft, wurde 
2—3 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen und dann 
mit einer Zentrifuge von 7000 Tourenzahl pro Minute zentri- 
fugiert. Der ausgeschiedene grauweibe Zentrifugenschlamm 


1) Diese Zs, Bd. 116, 8S. 229 (1921). 
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wurde mit Wasser gewaschen und dann auf Tonteller in 
diinner Schicht getrocknet. Nach 10—15 Stunden war die 
Masse ganz trocken (Trockenpriparat). Die Ausbeute ay 
Trockenpriparat pro 100 Liter Molke betrug etwa 40 g. 

Zur Uberfiihrung in das Dauerpriparat wurde das Trocken- 
priparat in das zehnfache Gewicht Aceton eingetragen, nach 
15 Minuten an der Saugpumpe filtriert, auf dem Filter sorg- 
faltig mit Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. 

Die Farbe sowohl des Trockenpriparats als des Aceton- 
dauerpraparats war -hellgelb. Bei mikroskopischer Unter- 
suchung nach Fiarbung mit Methylenblau zeigte sich, daB die 
beiden Praparate aus gut gefarbten Bakterienzellen bestehen, 
welche groBe Klumpen bildeten. Ungeformte Verunreinigungen 
(KiweiBstoffe usw.) waren nur in Spuren vorhanden. 


Die Anzahl der Bakterien im Trockenpraparat. 


Das Zihlen der Zellen direkt im Trockenpriparat gelang 
nicht wegen der Unméglichkeit, eine homogene Emulsion der 
getrockneten Bakterien in Wasser zu erhalten. Vor dem 
Trocknen gelang es jedoch die Bakterienmasse durch energisches 
Schiitteln ziemlich homogen in Wasser zu mischen und in der 
Lésung die Bakterien nach Skar zu zihlen. Folgende Zihlung 
zeigt die Bakterienzahl in 1g Trockenpraparat, fiir dessen 
Herstellung sehr klare Molke angewandt wurde: 

0,2925 g¢ sehr reine, nicht getrocknete Bakterienmasse 
(Wassergehalt 70,4°/,) wurde in 950 ccom Wasser eingetragen 
und die Lésung 1/, Stunde in der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Nachdem 50 ccm sterilisierte Milch zugesetzt") und die Liésung 
nochmals einige Minuten geschtttelt war, wurden die Bakterien 
nach Skar gezihit. Als Resultat von zwei Bestimmungs- 
serien wurden 99 Millionen und 89 Millionen, Mittel 94 Millionen 
Bakterien im ccm, in der ganzen Lésung also 94 Milliarden 
gefunden. Da der Wassergehalt des Praparats 70,4°/, ist, 
enthalt 1 g wasserfreies Trockenpriparat 950 Milliarden — 
9,5-1011 — Bakterien. 


1) Die Milch wurde zugesetzt, um eine gleichmiBige Verteilung der 
Lésung auf das Objektglas zu erméglichen. 
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iT : Weil das fiir die Zihlung angewandte Praparat sehr rein 
ie (— war und héchstens Spuren von Verunreinigungen enthielt, kann 
»  (— man aus obigen Zahlen das Gewicht einer getrockneten Str. 


| lactis-Zelle zu 1-107! mg berechnen. Der Trockensubstanz- 
\- gehalt der lebenden Bakterien ist etwa 10—20°/,. Das Lebend- 
h  {— gewicht einer Zelle von Str. lactis ist also etwa 5 bis 10-10—!° mg. 
. oe Beim Ziichten der Bakterien in grofer Skala war die an- 

| gewendete Molke nicht ganz klar und die Bakterienzahl in 
.. (— Trockenpraparaten aus diesen Kulturen war darum bedeutend 
"  niedriger als diejenige aus wasserklarer Molke. In verschiedenen 
 (@ ‘Trockenpraparaten dieser Art wurden 650—750 Milliarden 
| Zellen, im Mittel 700 Milliarden pro 1 g Trockensubstanz 
» (— gefunden. 


Das Garungsvermogen der lebenden und getrockneten Zellen. 
Prinzipiell bietet die Bestimmung des Girungsvermégens 





g der Milchsiurebakterien keine Schwierigkeiten. Die Bildung 
i der Milchsiure ist durch Titrieren zu bestimmen und die 
n | Bakterien kann man unter dem Mikroskop zihlen. Die Tat- 
5 | sache, daB die Milchsiuregiirung ziemlich langsam vor sich geht, 
r macht die Bestimmung jedoch komplizierter. Wiahrend der 
o | relativ langdauernden Versuchszeiten wird die Anzahl der 
n (— Zellen, besonders im Anfang der Versuche stark vermehrt und 
' es ist nicht leicht, die Bakterienzahl, die durchschnittlich 
e | wihrend der ganzen Zeit eingewirkt hat, zu berechnen. O. Rahn}, 
n (© der in einer sehr interessanten Arbeit die Stundengirleistung 
_ ££ von Str. lactis zu bestimmen versuchte, hat fiir die Stunden- 
g | girleistung pro Zelle die Formel aufgestellt: : 
n Slog > | 
S - @ 
. cits y(b — a) oder t(6 — a) log 2 | 


n | wo 
D x = Stundengirleistung pro Zelle, 
L & S = die Menge der wihrend der Zeit ¢ gebildeten Milchsiure, 
- &§ y = die Generationsdauer, 
. a= die Zahl der Zellen zu Beginn des Versuchs, 
5 = die Zahl der Zellen nach Ablauf der Zeit ¢. 


1) Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 32, S. 375 (1912). 
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Die wichtigste Annahme bei der Berechnung dieser Forme! 
ist, daB die Bakterien sich in geometrischer Reihe fortpflanzen, 
was ja im gro8en und ganzen nach mehreren Forschern zutrifft, 
Kine regelmifige Fortpflanzung kommt jedoch nur wihrend 
der Anfangsperiode vor, dann wird die Fortpflanzung seh; 
langsam und nicht mehr alle Zellen teilen sich. Wiahrend 
der Fortpflanzungsperiode kénnte die Rahnsche Formel grofe 
Dienste leisten, wenn die gebildete Milchsiuremenge hier nicht 
so klein ware, daB sie nicht mit geniigender Genauigkeit be- 
stimmt werden kann. Es ist darum zweckmifBig, daB man 
das Garungsvermégen der Zellen erst dann bestimmt, wenn 
die Milchsiure in der zu den quantitativen Bestimmungen 
ausreichenden Menge gebildet wird. Die Bakterienfortpflanzung 
ist waihrend dieser Zeit schon sehr langsam und die Berech- 
nungen werden dadurch einfacher. 

Rahn hat die Stundengirleistung des Str. lactis in Milch 
bestimmt und zwar durch die Saurezunahme, gewodhnlich nach 
12 bzw. 24 und 48 Stunden, ohne die Siiure in den Kulturen 
wihrend der Girung zu neutralisieren. Da die Wasserstofi- 
ionenkonzentration durch die gebildete Milchsiure wihrend 
des Versuchs stark zunimmt und die Girungsfaihigkeit von der 
Wasserstoffionenkonzentration in hohem Grade abhingig ist, 
kann von einer konstanten Stundengirleistung bei diesen Ver- 
suchen nicht die Rede sein. Dies zeigt sich sehr auffallend 
in einer Versuchsserie von Rahn!), in welcher die Siure- 
zunahme nach je 3 Stunden bestimmt wurde. Wenn die 
Stundengiarleistung nach 15 Stunden 13,8-10~-! betrug, war 
sie nach 21 Stunden 6,6-107!° und nach 24 Stunden nu 
2,0- 107°, 

Ich habe meine Girungsversuche bei méglichst konstantem 
Pu in der Molke ausgefiihrt. Die Versuchslésungen wurden 
mit Brom—Kresol—Phenol — 1 ccm 0,04°/, Indicatorlésung 
pro 50 ccm Molke — versetzt, die Lésungen mit einer Molkerein- 
kultur von Str. lactis geimpft und dann mit Natronlauge bis 
zu einer Farbenstirke titriert, bei der py der Molke nach den 





1) a. a. O. S. 388. 
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rm ' ” 
" elektrometrischen Messungen 6,25 war. Um dem Farbenumschlag 
















iim in den Versuchslésungen genauer zu folgen, wurde zur Ver- 

ee gleichung eine Kontrolllésung von Molke angewandt, die bis 

oe yu derselben Farbenstiirke titriert war. Die Kulturen wurden 

wa dann von Zeit zu Zeit mit 0,2 n-Natronlauge titriert. Die 

~ Lactokokken haben nach Svanberg?) ein flaches Wachstums- | 
eC 






optimum bei py 5,5—6,4, so daB die Girungen unter optimaler 
\Vasserstoffionenkonzentration verliefen. 

Um das Garungsvermégen der Bakterien quantitativ aus- 
zudriicken und vergleichbare Werte mit den bei Hefe unter- 
suchten Enzymwirkungen zu erhalten, wurden die Rechnungen 
unter der Annahme, daB die Reaktion nach der monomole- 
kularen Gleichung 
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verlauft, ausgefiihrt. Die gebildeten Milchsiuremengen sind 

bei geniigender Zuckerkonzentration von der Anfangskonzen- 

tration des Zuckers unabhaingig, der Reaktionskoeffizient 4 ist 
also umgekehrt proportional der Zuckerkonzentration, so daf: 
k x Zuckerkonzentration = konst. Da die Reaktionsgeschwindig- 
keit der Enzymkonzentration, in unserem Falle der Zellenzah] 
proportional ist, wird das Girungsvermégen pro Zelle durch 


den Quotienten 
k x Guckerkonzentration 


Zellenzahl | 
ausgedriickt. Ich werde diesen Ausdruck mit Gv (Girungs- 
vermégen) bezeichnen. 

Die Bestimmung der Zellenzahl geschah unter dem Mikro- 
skop mit einem Mikrometerokular von Skar. Um die Volumen- “ji 
verminderungen waihrend der Girung, welche die Rechnungen 
von k kompliziert gemacht hiatten, zu vermeiden, wurde die j 
Skarsche Bakterienziihlungsmethode etwas modifiziert. Nach | 
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ein- §  tiichtigem Umriihren wurde direkt aus der Versuchslésung ; 
bis Ff, ,02 ccm herauspipettiert und auf ein Objektglas gesetzt. Der f 
der — ‘l'ropfen wurde dann mit dem Platindraht mit Carbolmethylen- 






blau versetzt, gut umgeriihrt und dann auf einer Oberfliche 







') Diese Zs, Bd. 108, S. 120 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIY. 
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von 20 x 24 mm? verbreitet. 
temperatur wurden die Bakterien nach Skar geziahlt. 
vergleichende Bestimmungen zeigten, da& man nach dieser 
Methode ziemlich iibereinstimmende Werte mit der urspriing- 
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lichen Skarschen Methode erhiilt. 
Bakterienzahlungen in Molkekultur von Str. lactis hervor: 


Dies geht aus folgenden 


Nach dem Trocknen bei Zimmer. 





175000 Bakterien in 1 eem 


nach Skar 


225000 
370000 


Die durchschnittliche Bakterienzahl, welche wihrend der 
Verzuchszeit zwischen zwei Siurebestimmungen eingewirkt hal. 
wurde einer Kurve entnommen, welche mit der Bakterienzah!| 
als Ordinate und der Versuchszeit als Abszisse gezeichnet war. 
Der der halbierten Versuchszeit entsprechende Punkt zeigt 
die durchschnittliche Zellenzahl. Ist die Bakterienvermehrung 
stark, so kann diese Rechnungsmethode keine richtigen Resultate 
Bei meinen Versuchen ist jedoch die Zunahme der 
Zellenzahl wihrend der Saurebildungsperiode, besonders bei 30) 
und 37° so gering, daB die auf obige Weise ermittelten durch- 
schnittlichen Bakterienzahlen im groBen und ganzen zutreffen. 

Die Resultate der Girungsversuche bei verschiedene 
‘Temperaturen gehen aus folgenden Tabellen hervor. 


geben. 





Tabelle 1. 


nach meiner Modifizierung 


160000 Bakterien in 1 eem 
250000 
345000 


Die Milchsiiuregirung mit lebenden Zellen bei 18—19°. 


Kinige 


Das an- 





Zeit 


in Minuten 


0 
560 
1350 
1680 
2025 


2770 





Bakterienzahl 
pro cem 


in Millioner 


» 
200 
450 
520 
615 
667 


i x g Gucker 
Zellenzahl 





ccm 


0,2 n-NaOH 


0,4 

2,00 
3.85 
3,35 
8,45 





1 


a 


ee ee 


t 


-a-—-2 


2,1-10-6 
6,8-107" 
13,9-10-° 
18,8+10~° 
145-1078 


im Mittel = 10,6-107". 





k x g Zucker 
Zellenzah| 





8,7-10-" 
11,7+107" 
13,2-10-"° 

8.6+10-" 





& 
} 
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y Tabelle 2. 

ge Die Milchsiiuregirung mit lebenden Zellen bei 30°. 

er SS 

co. fe tes Bakterienzahl . 

~ : Leit pro cem - . ). lor —2 k x g Gucker 

en ; aie 02n-NaOH| ¢t CP a—-a2 Zellenzahl 

n Minuten | in Millionen 
0 5 — — mee 

560 205 1,00 5,9+107° _ 
1350 300 4,90 16,8-10-° | 27,2-107-" 
1500 310 6,10 27,3-10-% 34,8-10-" 
1680 340 7,90 35,0+10—° 40,6+10—"" 
2025 340 10,40 26,1+107~° St4+10""* 

2770 330 15,20 23,6107" 24,0-107" 

@} ‘ . 

‘i I: % g Lucker 

al _-_—_—-—— im Mittel = 30,9-107-". 

ane Zellenzahl : 

uh! 

ar. Tabelle 3. 

lgt Die Milchsduregiirung mit lebenden Zellen bei 37”. 

nig — aE 

. ; re Bakterienzahl ; 
ate Zeit eem 1 a : x g Zucker 

. pro ccm ” ion log ——— 
Jer ; ; se 0,2 n-NaOH j| ¢ ama Zellenzah] 

in Minuten | in Millionen 
ov) 
ch- ¥ D ioe ne = 
” 560 120 0,90 5,2-107° — 

: 1350 197 3,10 9,4-107° 24,6-107! 
en 1680 - 4,50 14,5-10-° | 28,0-107' 
un- 2025 270 6,20 17,1-10-* | 28,8-107—" 

| 2770 2465 9,20 14,4-107¢ 22.3-10716 
i: xg Gacker , ' 
_— i im Mittel 25,9- 107%. 
Zellenzahl : ; 
er rt , Vee des 7 ~ ¢ 
7 _ fangliche Volumen der Garlésungen war in jedem Falle 53,3 ccm. 


Der Milchzuckergehalt der Lésungen betrug 0,0441 g pro 1 ccm. 
Beim Rechnen der Werte von & sind die beim Titrieren ent- 





stehenden Zunahmen des Volumens mitberechnet. 


i Aus den Tabellen geht hervor, daB die Beziehung 
: Gy = *Xg Zucker 
*” ~ ~“Tellenzahl 


mit ausreichender Genauigkeit gilt. Die Konstanz des Quotienten 
ist besonders in der Versuchsserie bei 37° iiberraschend gut. 
20* 





| 
i 








308 Artturi L. Virtanen, 


Die Bakterienvermehrung und das Girungsvermégen de) 
Zellen bei verschiedenen Temperaturen sind graphisch i» 
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Fig. 1 und 2 dargestellt. Aus denselben ersehen wir, dab die 
Bakterienzahl ihre héchsten Werte bei niedriger Temperatur 
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erreicht, das Optimum 
des Géarungsvermégens 
dagegen bei etwa 30° 
hegt. 

Berechnet man die 
Stundengirleistungen aus 
den obigen Zahlen nach 
der Formel von Rahn 
und einfach dadurch, 
dab die in bestimmter 
Zeit zebildete Milchsdure 
durch die durchschnitt- 
liche Zellenzah! und die 
Zeit in Stunden dividiert 
wird, erhalt man folgende 
Werte. 

Die Tabelle zeigt, 
dab die Stundengir- 
leistungen, nach Rahn 
berechnet, etwas hédher 
sind als nach unseren 
Rechnungen. Der Unter- 
schied ist jedoch nicht 
groB. Auffallend 
ist die gute Konstanz 
der Stundenginleistungen 
unseren Rech- 


sehr 


nach 
nungen. 
Die Bestimmungen 
der Stundengirleistungen 
von Rahn?) fir acht 
verschiedene Stimme von 
Str. lactis bei Zimmer- 
temperatur haben Zahlen 
zwischen 7,4-10-!° und 





ee oe 


Stundengirleistung pro Zelle in mg. 
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32,5-10~'° gegeben, also bedeutend hoher als meine Bestimmunge». 
Das beruht zum gréBten Teil darauf, daB Rahn die Bakterie), 
mittels der Plattenmethode bestimmt, und dadurch mindesten, 
um die Hialfte zu niedrige Bakterienzahlen gefunden hat. 
Andererseits ist die Wasserstoffionenkonzentration am Ende 
seiner Versuche sehr hoch gewesen, so da das Girungs- 
vermégen wahrend der Girungen nicht konstant gewesen ist. 
wie schon oben gesagt. 


Zur Vergleichung des Enzymgehalts in Hefen und Lacto- 
kokken sei hier das Inversionsvermigen einiger Hefen bei 17 
und optimaler Aciditit nach Euler und Mitarbeiter erwiihnt. 


Inv. 
Hete H; untergiirige Brauereihefe') — . 10 + 2-107} 
Hefe SB; Brennerei-Oberhefe’) . . . 3,0 40,5-107? 
Geemeae es et 8,5 - 107" 
Saccharomyces Marxianus*) . . | . 4,6-107" 
DD by ke re oe pe eS SS i 


Die Inversionsfaihigkeit der Hefen ist also viel gréSer als 
das Girungsvermégen der Lactokokken. Es gibt jedoch grobe 
Unterschiede zwischen verschiedenen Hefestiimmen beziiglich 
des Inversionsvermégens, wie auch sicher zwischen ver- 
schiedenen lLactokokkenstiimmen beziiglich des Girungs- 
vermogeus. 


Das Girungsvermégen der getrockneten Zellen wurde auf 
dieselbe Weise wie die der lebenden bestimmt. 12,5 ccm sterile 
Molke, mit 0,25 ccem 0,04°/, Brom—Kresol—Phenol und 1,95 ¢ 
Trockenpriparat versetzt, wurden mit NaOH-Lésung bis py, = 6,25 
titriert. Das Anfangsvolumen der Liésung betrug 13,25 ccm. 
Der Milchzuckergehalt war 0,0435 g pro 1ccm. Die Bakterieu- 
anzahl pro ccm betrug 103 Milliarden (1 g Trockenpriparat 
enthalt 700 Milliarden Bakterien). Die untenstehenden Tabellen 
zeigen die Resultate von Girversuchen mit zwei verschiedene 
Priiparaten. 


1) Euler u. Svanberg, Diese Zs, Bd. 106, S. 218 (1919). 
*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 120, 8. 42 (1922). 
*) Svanberg, Fermentforschung Bd. 2, S. 207 (1918). 
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Die Milchsiuregiirung mit Acetondauerpriparat I bei 30°. 








Rohe Bakterienzahl 
Zeit pro eem cem 1 a tha. g Zucker 
; ie 0,2 n-NaQH | ¢ “a- 2 Zellenzahl 

in Minuten | in Milliarden 








120 103 1,0 11,5-107° 48,6-10—'8 
240 96 1,8 9,5-107° 38,8-107*° 
360 91 2,7 11,0-10~° 43,6-107* 
480 86 3,4 8,8-107° 39,9-107* 














k x g Gucker 
Zellenzahl 


Die Milchséuregiirung mit Acetondauerpriparat II bei 30°. 


im Mittel = 42,7-107'8. 








a Bakterienzahl . 
Zeit pro cem er és Ne — a ee Zucker 
me 0,2n-NaOH | ¢ SC a—az Zellenzah! 
in Minuten | in Milliarden 








120 103 0,4 4,5-10~° 19,0-107'* 
240 100 0,8 4,7-107° 19,6-107* 
360 97 1,2 4,7-10-° 19,4-107* 
480 94 1,5 3,5-1075 14,3-10715 








—— im Mittel = 18,1- 107". 

Die Versuche zeigen, dai das Girungsvermégen der ge- 
trockneten Zellen in Acetondauerpriiparaten nur ein minimaler 
Bruchteil, etwa 0,5—1°/, desjenigen der lebenden Zellen ist. 
Bei Hefen ist die Verminderung der Giarkraft durch Trocknung 
von derselben GréBe. 


Versuche iiber die Zymophosphatbildung bei der Milchsaure- 
garung. 

Bekanntlich macht sich die Bildung des Zymophosphats 
mit Hefe besonders in Gegenwart von Protoplasmagiften, wie 
Toluol, geltend. Die Versuche zur Synthese des Zymophos- 
phats mit Str. lactis wurden darum auch in Gegenwart von 
Toluol ausgefiihrt. Phosphatkonzentration variierte bei ver- 
schiedenen Versuchen zwischen 0,i—0,8n. Die meisten Ver- 
suche wurden bei py 6—7, wo das Optimum der Zymophos- 
phathildung bei Anwendung von Hefe liegt, ausgefihrt, einige 
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ae 


Versuche auch bei py 5—6. Versuchstemperatur war stets 
30°. Den Versuchsmischungen wurden zur Verfolgung der 
Reaktion von Zeit zu Zeit Proben entnommen, filtriert und 
der Riickstand auf dem Filter zweimal mit Wasser gewaschen. 
In dem mit der Waschfliissigkeit vereinigten Filtrat wurde das 
freie Phosphat mit Magnesiamischung bei Zimmertemperatur aus- 
gefallt. Nach 12 Stunden wurde die Fallung in Mg,P,O, umge- 
wandelt und gewogen. Der Zucker wurdenach Bertrand bestimmt. 
Versuch 1. 
30 ccm 0,2 n-Phosphatlésung von p,, 6,6 + 0,6 g Acetondauerpriparat 
+ 2¢ Milehzucker + 0,5 cem Toluol. 





Stunden | Mg.P,0O, per 5cem Lésung | Lactose per 1 ccm Lésung 


0 0,0865 g 0,0661 ¢ 
24 0,0862 0,0650 








Versuch 2. 
30 cem 0,4 n-Phosphatlésung von p,, 6,6 + 0,6 g Trockenpriiparat 
+ 1,5 g Glucose + 0,5 ¢e¢em Toluol. 





Stunden | Mg,P,0, per 5ccm Lésung | Glucose per 1 cem Lésung 


0 0,1725 g 0,0492 ¢ 
24 0,1718 ),0489 
Versuch 3. 
30 cem 0,2 n-Phosphatlésung von py 5,8 + 4,0 g Trockenpriparat 
+ 1,5g Glucose + 0,5cem Toluol. 











Stunden | Mg,P,O, per 5ecm Lésung 


0 0,0850 ¢ 
24 0,0820 
Versuch 4. 
30cem 0,2 n-Phosphatlésung von py 6,3 + 4,0 g Acetondauerpriparat 














Stunden | Mg,P,0, per 5cem Lésung | Lactose per 1 ccm Lésung 


0 0,0845 g 0,0650 g 


8 0.0765 fa 
25 0,0775 0,0638 








48 0,0775 ie 
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Versuch DB. 


0cem 0,4 n-Phosphatlésung von py, 6,6 + 4,0g Acetondauerpriparat 
+ 1,5g Lactose + 0,5cem Toluol. 





Stunden Mg.P,0, per 5cem Lésung 
0 0,1694 g 
8 0.1591 
24 0,1600 





Versuch 6. 
‘0 cem 0,8 n-Phosphatlésung von py 6,7 + 5,0 g Acetondauerpraparat 
+ 1,5g Glucose + 0,5 ecm Toluol. 





Stunden | Mg,P,0, per 2cem Lésung | Glucose per 1 ccm Lésung 
) 0,1330 g 0,0490 ¢ 
4 0,1286 — 
2] 0,1240 0,0480 
DO 0,1244 — 








Versuch 7. 
30 cem 0,4 n-Phosphatlésung von py 5,2 + 12g nicht getrocknete Bak- 
terienmasse (Wassergehalt 70,4 °/)) + 2g Lactose + 0,5 ccm Toluol. 





Stunden | Mg,P.0, per 5cem Loésung 


0 0,1650 g 
13 0,1651 
Versuch 8. 
60 cem 0,2 n-Phosphatlésung von p,, 5,6 + 10g nicht getrocknete Bak- 
terienmasse + 2¢ Lactose + 0,5 cem Toluol. 








Stunden | Mg,P,0, per 5cem Lésung 


0 0,0830 ¢ 
13 0,0820 
Versuch 9. 
Qcem 0,2 n-Phosphatlésung von py, 6,2 + 10g nicht getrocknete Bak- 
terienmasse + 2g Lactose + 0,5 ecm Toluol. 











Stunden | Mg,P,0, per 5cem Lésung 


0 0,0825 g 
13 0,0820 








i 
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Versuch 10. 


30 cem 0,15 n-Phosphatlésung von py, 6,6 + 11g nicht getrocknete Bak. 
terienmasse + 2g Lactose + 0,5 cem Toluol. 





Stunden | Mg,P,0, per 5cem Lésung 


0 0,0470 ¢ 
13 0,0470 





Aus den obigen Versuchen geht hervor, dai die Phos- 
phatmenge bei den meisten Versuchen unveriindert ist. Nw 
in Versuchen 4, 5 und 6, bei welchen sehr groBe Mengen 
von ‘Trockenpriparat, bis 13—17°/, in Anwendung kamen, 
wurde eine kleine Verminderung des Phosphates, héchstens 
9,5°/, von der angewendeten Phosphatmenge (Versuch 4) in 
6—8 Stunden beobachtet. Weil bei fortgesetzter Versuchs- 
zeit keine weitere Verminderung des Phosphats stattfindet, 
kann von einer Bildung des Hexosephosphorsiureesters nicht 
die Rede sein. Die kleinen Unterschiede zwischen den Phos- 
phatbestimmungen im Anfang der Versuche und einige Stunden 
spiiter sind vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB das Bakterien- 
trockenpriparat nicht sofort vollkommen mit der Lésung ins 
Gleichgewicht kommt und die Proben darum ungleich sind. 
Bei Anwendung von nichtgetrockneter Bakterienmasse wurde 
keine Verminderung des Phosphats gefunden. Die Versuche 
sowohl mit Trockenpraparaten und Acetondauerpri- 
paraten als mit konzentrierten Emulsionen von 
lebenden Bakterien haben also wahrscheinlich ge- 
macht, daB keine Veresterung des Zuckers mit Phos- 
phat bei der von Str. lactis hervorgerufenen Milch- 
siuregirung stattfindet. Die Bildung der Milchsiure bei 
der eigentlichen Milchsiuregirung verliuft also vermutlich nicht 
auf dieselbe Weise wie nach Embden und Mitarbeiter im 


Muskel. 

Im AnschluB an die obigen Versuche wurde auch die 
eventuelle Vergirung des Fructosediphosphorsaureesters durch 
das Trockenpraparat der Lactokokken untersucht. Die Resul- 
tate gehen aus folgendem Versuche hervor. 





Dts oraeagea er ome 


aimee Az Ree er a 











































Enzymatische Studien an Milchsiurebakterien. 315 


i Versuch 11. 
ak i 30 ecm steriles Wasser + 1,5 g fructose-di-phosphorsaures Natrium 
+ 4,0 g Acetondauerpriparat. Versuchstemperatur 30°. 








Stunden | Mg,P,0, per 5ccm Lésung | Milchsdure per 10 ecm Lésung'‘) 


0 — 0.0015 g 

8 0,0040 g ne 

24 0,0060 0,0021 
Milchsiurebildung hatte also nicht stattgefunden. 








uw In einer Kontrolllésung, welche in 30ccm Wasser 1,5 g 
en tructosediphosphorsaures Natrium und kein Bakterienpraparat 
n, enthielt, wurde nach 7 Stunden 0,0200 g Mg,P,O. gefunden. 
, Durch Str. lactis wird also Fructosediphosphorsiure nicht 
in [. zersetzt. 





s- Der Katalasegehalt des Str. lactis. 

ot, Die Katalase gehért zu den meist verbreiteten Enzymen, 
ht da sie iiberall in lebenden Zellen vorkommt. Die Bedeutung 
S- dieses Enzyms ist noch nicht aufgeklirt, jedoch ist die Auf- 
1 — fassung sehr allgemein, daB die Katalase ein wichtiger Faktor 
n- bei den Oxydations- bzw. Reduktionsvorgiingen in Zellen ist. 
is — Der Befund von Orla-Jensen*, daB die eigentlichen Milch- 
d, _ saurebakterien im Gegensatz zu anderen Mikroorganismen 
le [keine Katalase enthalten, ist darum sehr wichtig. 
e — Das Fehlen der Katalase kinnte vielleicht bei den Milch- 
. '  stiurebakterien die Ursache sein, daB bei der von diesen Bak- 
n —  terien hervorgerufenen Girung neben der Milchsiure nur 
- + minimale Mengen anderer Produkte (fliichtige Fettsiuren) ent- 
; '  stehen. 

. | Da Jensen den Katalasegehalt der Milchsiurebakterien “j 
j + nur in Milchkultnren bestimmt hat, war die Priifung seiner 

t — Beobachtung mit meinem Bakterienpriparat von Interesse. Das 


1 [—} wm so mehr, als Kuler und Blix) eine enorme, 10—15fache 
Krhéhung der Katalasewirkung der Hefezellen durch Trock- 
nung konstatiert haben. 


') Die Milchsiiure wurde nach Embden und Laquer bestimmt. 
*) Revue générale du Lait Bd. 6 Nr. 2 und 3 (1906). 
*) Diese Zs. B. 105, S. 83 (1919). 
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Die Versuche, welche sowohl mit feuchten als getrock- 
neten Bakterienmassen von Str. lactis ausgefiihrt wurden, gaben 
jedoch an Katalase vdllig negative Resultate. In Wasserstoff- 
superoxydlésungen, deren Konzentration bei verschiedenen Ver- 
suchen zwischen 0,01—0,3 n. variierte, wurde keine Gasbildung 
bei O—80° C beobachtet. Str. lactis enthalt also keine 
Katalase. 


Die Reduktion des Methylenblaues durch Str. lactis. 


Eine bekannte Tatsache ist, daB die Bakterienkulturen in 
Milch Methylenblau entfarben. Die Entfarbungszeit ist un- 
gefahr proportional der Bakterienzahl und es wird jetzt gany 
allgemein in der Praxis die Bakterienzahl in der Milch nach 
der Reduktaseprobe bestimmt. Theoretisch ist die Reaktion 
jedoch noch nicht erklart und man wei8 noch nicht sicher. 
welche die Ursachen der Abfirbung sind. Nachdem Burri 
und Kiirsteiner’) und dann Barthel?) gezeigt hatten, dai 
die Milch auch ohne Bakterien Methylenblau entfairben kann 
sobald der Sauerstoff der Lésung entzogen ist, gab Barthel 
der Reaktion folgende Erklirung: Die Reaktion verlauft in 
2 Phasen. Erst wird der Sauerstoff von den Bakterien ver- 
braucht, dann erfolgt die Abfairbung durch die reduzierenden 
Substanzen der Milch. Die Einwirkung der Bakterien bei der 
Reaktion ist dadurch hauptsichlich indirekt. 

Die Auffassung von Barthel erklart plausibel manche 
Tatsachen bei der Reduktaseprobe. DaB verschiedene Bakterien 
in Milchkulturen verschiedene Entfirbungszeit haben, ist selir 
gut auf ihr verschiedenes Vermégen, Sauerstoff zu verbrauchen 
zuriickzufiihren. 

Um Klarheit iiber die Ursache der Abfairbung des Methylen- 
blaues zu erhalten, habe ich einige Versuche mit Str. lactis 
ausgefiihrt: Die gewonnene Bakteriemasse wurde in 20 ccm 
destilliertes Wasser im Probierrohre eingetragen und die 
Lésung kraftig geschiittelt, um die Bakteriemasse im Wasser 
zu emulgieren. Nach 3minutigem Stehen bei 38° wurde die 





1) Milehwirtsch. Zbl. S. 40 (1912). 
*) Zs. f. Unters. Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 34, 8. 187 (1917). 
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Lisung mit 0,5 ccm der Methylenblaulésung?) versetzt und das 
Rohr dann zweimal umgewendet. Die Proben wurden bei 38° 
behalten. Die Resultate sind in folgender Tabelle zu finden. 











Nummer Art des Bakteriepriparates Abfirbungszeit 
0,150 g feuchte Bakteriemasse sofort nach 
Zentrifugieren 
i Milliarde Bakterien per ecm 3 Minuten 
2 0,500 g feuchte Bakteriemasge sofort nach 
Zentrifugieren 
3.3 Milliarden Bakterien per cem 35 Sekunden 
1,0 g feuchte Bakteriemasse sofort nach 
Zentrifugieren 
6,6 Milliarden Bakterien per ccm Momentan 
4 1,0 g feuchte Bakteriemasse sofort nach 
Zentrifugieren 
in Lésung zum Sieden erhitzt Keine Entfirbung 
5 1,0 g Bakteriemasse nach 5stiindigem 
Trocknen in Luft Keine Entfirbung 
6 1,0 g Bakteriemasse nach 15stiindigem 
Trocknen in Luft (Trockenpriparat) Keine Entfiirbung 
7 1,0 g Acetondauerpriparat Keine Entfairbung 
. Eine 24 Std. alte Milchkultur von Str. lactis 
900 Millionen Bakterien per ecm 2 Minuten 


Die Versuche zeigen, daB Str. lactis-Zellen in reiner Wasser- 
ljsung Methylenblau energisch reduzieren. Die Abfirbungs- 
zeiten in Wasser und Milch mit denselben Bakterienzahlen 
sind gleich (Versuche 1 und 8). Das gilt wenigstens sehr 
bakterienreichen Lisungen. In der Milch wird also Methylen- 
blau direkt von den Bakterien reduziert, obwohl die redu- 
zierenden Substanzen der Milch in mehr bakterienarmen Proben, 
die ja in der Praxis hauptsichlich in Frage kommen, auch 
an der Reduktion teilnmehmen kénnen. Nur die lebenden Zellen 
reduzieren Methylenblau, wie aus obigen Versuchen hervorgeht. 
Schon durch eine kurzdauernde Trocknung in der Luft wird 
das Reduktionsvermégen zerstért. Die Reduktionsfaihigkeit 
scheint mit der Tiitigkeit der lebenden Zellen verbunden zu 


1) Die Methylenblauldsung war dieselbe, die bei der Reduktaseprobe 
der Milch in Anwendung kommt. 
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sein. Werden die Proben nimlich nach der Abfarbung einige 
Zeit stehen gelassen, so daB die Bakterien zu Boden sinkey, 
so nimmt die klare Loésung die blaue Farbe zuriick. Nach 
Schiitteln verschwindet die Farbe wieder. Nach erneutey 
Zuriickfirbung wird die Lésung auch beim Schiitteln nicht 
mehr entfirbt. 

Die Entfirbung des Methylenblaues verliuft in konzen- 
trierter Bakterienemulsion momentan schon beim Schiitteln. 
Die Anwesenheit des Sauerstoffs kann hier also die Reduktion 
nicht verhindern. 

Bei héherer Temperatur wird das Reduktionsvermigen 
der Zellen zerstért (Versuch 4). Die Reduktion ist dadurel 
wahrscheinlich eine enzymatische Reaktion (Reduktase). Die 
Reduktionsfahigkeit der Milch scheint dagegen andersartig zu 
sein. Nach Barthel hat namlich auch die sterilisierte Milcl 
die Fahigkeit, nach Sauerstoffentziehung Methylenblau zu ent- 
firben. 

Die Untersuchungen iiber das Reduktionsvermégen der 
Bakterien werden fortgesetzt. 

Herrn Prof. Chr. Barthel danke ich herzlich fiir sein 
freundliches Entgegenkommen beim Ziichten einiger Kul- 
turen in seinem Laboratorium, sowie wertvolle bakteriologische 
Winke. 

Zusammenfassung. 


1. In einem sehr reinen Trockenpriparate von Str. lactis 
wurde die Anzahl der Kokken auf 950 Milliarden per 1 g fest- 
gestelit. Eine getrocknete Zelle wiegt also etwa 1 x 107'°mg, 
eine lebende mit 80—90°/, Wasser etwa 5—10 x 107"? mg. 

2. Das Girungsvermégen des Str. lactis wurde nach der 


berechnet. Die 





; 1 a 
monomolekularen Gleichung / = — log — 
Versuche zeigen, daB die Beziehung 


: x g Zacker 


(Gérungsvermégen) = Cit 


mit ziemlich grofer Genauigkeit gilt. Bei 18—19° war das 
Girungsvermégen 10,6 x 1071*, bei 30° 30,9 x 107!® und bei 
37° 25.9 x 107 '°. 
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3. Die eventuelle Bildung des Zymophosphats wurde 
sowohl mit Trockenpraparaten als mit lebenden Zellen von 
Str. lactis bei verschiedenen p,,- und Phosphatkonzentrationen 
untersucht. Ks konnte keine Zymophosphatsynthese konstatiert 
werden. 

4. Fructosediphosphorsaures Natrium wird vom Trocken- 
priparat des Str. lactis nicht vergoren. 

5. DaB Str. lactis Katalase nicht enthalt, wurde sowohl mit 
feuchten Bakterienmassen als mit Trockenpraparaten konstatiert. 

6. Die lebenden Str. lactis-Zellen reduzieren in Wasser- 
lisung Methylenblau energisch, das Trockenpraparat gar nicht. 
Die Reaktion ist wahrscheinlich enzymatisch. Bei der Re- 
duktaseprobe der Milch wird die Entfirbung des Methylenblaues, 
wenigstens zum groBen Teil, direkt von Bakterien verursacht. 
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